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ABREVIATURAS
AAA+ ATPasa asociada con varias actividades celulares
ADH Alcohol deshidrogenasa
ACS Secuencia consenso ARS
ApR Resistencia a ampicilina
ARS Secuencia de replicación autónoma
ATPasa Actividad adeonosin trifosfatasa
βMeEtOH β-mercapto-etanol
BSA Albúmina de suero bovino
CDK Quinasa dependiente de ciclina
CHAPS 3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
CIA Cloroformo-alcohol isoamílico
Cm Cloranfenicol
DDK Quinasa dependiente de Dbf4
DMSO Dimetil-sulfóxido
DSG Disuccinimidil glutarato
EDTA Ácido etilen-diamino tetra-acético
EBV Virus de Epstein-Barr
FPLC Fast performance liquid chromatography
5-FOA Ácido 5´fluoro-orótico
GST Glutation-S transferasa
HA Etiqueta de hemaglutinina
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfónico
His Etiqueta de histidinas
HRP Peroxidasa de rábano
HTH Héliceα-giroβ-héliceα
IPTG Isopropil β-D-tiogalactósido
ISM Motivo específico del iniciador
kpb kilo pares de bases
Lac Lactosa
Lys Lisozima
MALDI Matrix assisted laser desorption/ionization
MCM Minichromosome maintenance proteins
MCS Sitio de multiclonación
MOPS Ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico
NIB Tampón para el aislamiento de núcleos
OD Densidad óptica
ORC Complejo de reconocimiento del origen
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
PCIA Fenol-CIA
pb Pares de bases
RBS Sitio de unión al ribosoma
rpm Revoluciones por minuto
SDS Dodecilsulfato sódico
Tª Temperatura
TBE Tris/Borato/EDTA
TEN Tris-EDTA-NaCl
Tm Temperatura de fusión
TOF Tiempo de vuelo
Tris Tris(hidroximetil)-aminometano
Ts Termosensible
URA Uracilo
WH Winged Helix
WT Wild type
YEp Plásmido (episoma) de levaduras
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A. El inicio de la replicación: en el lugar correcto, en el momento
adecuado y sólo una vez.
El descubrimiento de que el ADN está formado por pares de bases nitrogenadas
que adquieren una estructura en forma de doble hélice (Watson y Crick, 1953) fue
un hito en la biología del siglo XX, ya que inmediatamente sugería un mecanismo
sobre cómo la información genética podía ser copiada y posteriormente
transmitida a las células hijas. Otro gran paso posterior fue el modelo del replicón
propuesto por Jacob y col. (1963) para explicar la regulación de la replicación del
ADN en Escherichia coli. El replicón fue definido como una unidad de ADN capaz
de replicarse de manera independiente, portadora de dos elementos genéticos
específicos: un gen que controla la síntesis de una proteína (el “iniciador”) con
capacidad de difundir en trans y un elemento de ADN (el “replicador”) que sería
reconocido por dicha proteína en cis (Figura 1). La proteína iniciadora sería la
encargada de reclutar los factores que desenrollan las hebras de la doble hélice
del ADN y al resto de la maquinaria de replicación (replisoma).
Figura 1. Modelo del replicón: Figura tomada de Aladjem y col. (2004) adaptada del original
(Jacob y Brenner, 1963).
Los genes iniciadores y las secuencias replicadoras no sólo han sido
encontrados en bacterias, sino que también se han descrito en virus, eucariotas y
arqueas (Figura 2). Sin embargo, mientras que el modelo original del replicón,
en el que se postula la duplicación de todo un genoma a partir de un único
replicador, sí que ha sido confirmado en bacterias (cromosomas y plásmidos),
bacteriófagos y virus eucariotas, el cromosoma eucariótico requiere múltiples
replicadores (también denominados orígenes de replicación) que permitan la
replicación completa de un genoma extenso en el periodo de tiempo oportuno.
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Los estudios realizados durante los últimos quince años han demostrado que
existe un único iniciador conservado en todos los organismos eucariotas y que
dirige todos los eventos de la iniciación: el complejo de reconocimiento del origen
(ORC) (revisado por Bell, 2002).
Figura 2. Tabla resumen de replicadores e iniciadores a través de la escala evolutiva. Adaptada
de Méndez y Stillman (2003). Se han incluido los datos referentes a arqueas (Gaudier y col.., 2007; Dueber y
col., 2007; Tada y col., 2008).
Salvo en S. cerevisiae, donde se sigue el paradigma del replicón y los
replicadores (ARS) presentan una secuencia definida consenso, en el resto de
eucariotas aún no se conocen con precisión cuáles son los determinantes para que
una región del genoma actúe o no como replicador. Por otro lado, también se está
estudiando activamente el porqué la replicación sólo ocurre durante la fase S del
ciclo celular y cómo la reduplicación del genoma no es permitida.
Factores activadores que intervienen en cis en el inicio de la
replicación.
Orígenes de replicación del ADN.
Para replicar todo el genoma, cada cromosoma debe tener al menos un sitio
para el inicio de la replicación. Al contrario que en bacterias, donde existe un
único origen, los genomas eucariotas poseen múltiples orígenes repartidos a lo
largo de los cromosomas. Aunque los elementos que los componen no están
conservados en los diferentes organismos, sí que existe un paralelismo entre
ellos.
El primer origen descrito fue el de S. cerevisae, buscando plásmidos que
pudieran ser mantenidos de manera extracromosómica (Stinchcomb y col., 1979).
Las secuencias responsables de dirigir la replicación fueron denominadas
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Secuencias de Replicación Autónoma (Autonomous Replication Sequences, ARS).
La disección de diferentes regiones cromosómicas determinaron que hay varios
dominios funcionales que comparten los elementos ARS (Celniker y col., 1984;
Palzkill y Newlon, 1988; Marahrens y Stillman, 1992). La mayoría de los orígenes
tienen una longitud entre 100 y 200 pares de bases (pb) y están formados por
dos dominios, los elementos A y B (Figura 3). El más importante es el elemento
A, ya que contiene la secuencia consenso (ARS Consensus Sequence, ACS) de 11
pb (5´[A/T]TTTA[T/C][A/G]TTT[A/T]3´) que es esencial en todas las ARS conocidas
y está conservada en todos los orígenes de levaduras gemadoras (Newlon y Theis,
1993). ARS1 presenta también tres elementos adicionales, B1, B2 y B3 que juntos
poseen una función esencial (Rao y col., 1994). B1 está situada inmediatamente
adyacente al elemento A (Rao y Stillman, 1995; Rowley y col., 1995). La función
del elemento B2 no está aún clara, aunque se ha propuesto que puede participar
en la apertura de la doble hélice del ADN (Rowley y col., 1994). El B3 es el sitio
de unión para el factor de transcripción Abf1p, que estimula el inicio de la
replicación del ADN (Diffley, 1998).
Si bien los orígenes de replicación en S. cerevisiae han sido estudiados con
gran detalle, en otros organismos no están bien definidos (Cvetic y Walter, 2005).
Por ejemplo, en Schizosaccharomyces pombe (Figura 4A) los orígenes de
replicación difieren de los de S. cerevisiae en varios aspectos importantes (Dubey
y col., 1994; Clyne y Kelly, 1995; Dubey y col., 1996). En primer lugar, los
orígenes de S. pombe tienen un tamaño mínimo entre 500-1000 kpb y poseen
uno o más bloques de 20-50 pb, con un alto contenido en A+T y con tendencia a
formar agrupaciones, que son importantes para la función de las ARS. Sin
embargo, estas islas enriquecidas en A+T no muestran una secuencia consenso
común comparable a las ACS de S. cerevisiae.
El incremento de la complejidad de la estructura de los orígenes se hace más
evidente en metazoos, en donde continúa siendo controvertida la existencia de
secuencias específicas (Dubey y col., 1996; DePamphilis, 1999) (Figura 4B). Se
han identificado algunos orígenes que pueden ser hasta cientos de veces mayores
que en levaduras (Dijkwel y HamLin, 1995). El uso de diferentes métodos físicos
ha permitido la identificación dentro de los cromosomas de un número
significativo de orígenes. Sin embargo, el problema radica en que su selección
está regulada dentro del marco del desarrollo, y parece que cambia según un
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programa que es dependiente de tejido y que experimenta una regulación
temporal (Hyrien y Mechali, 1992; Shinomiya e Ina, 1991).
En humanos, el análisis genético del origen del locus del gen de la β-globina
muestra que existen múltiples elementos, distribuidos a lo largo de varios kilo
pares de bases (Kpb), que contribuyen a su función como origen (Aladjem y col.,
1998).
Dadas las diferencias que existen entre los orígenes de replicación de metazoos
y de S. cerevisiae es interesante destacar el hecho de que el complejo de
proteínas involucrado en el reconocimiento del origen en levaduras, ORC, esté
conservado en todos los eucariotas a pesar de que en metazoos se desconozca el
significado biológico del incremento de la complejidad de sus orígenes.
Factores activadores que intervienen en trans en el inicio de la
replicación: ensamblaje del complejo pre-Replicativo (pre-RC).
a. El complejo de reconocimiento del origen (ORC).
ORC es el primer componente del complejo pre-replicativo (pre-RC) que se
asocia con el ADN, de manera dependiente de ATP (Bell, 1992), y una vez unido,
es el responsable de reclutar al resto de componentes del pre-RC al origen. Está
formado por seis proteínas nombradas según el orden decreciente de su masa:
Orc1p (120 kDa), Orc2p (71 kDa), Orc3p (62 kDa), Orc4p (56 kDa), Orc5p (53
kDa) y Orc6p (50 kDa). En levaduras las seis subunidades son esenciales, pero in
vitro sólo el núcleo Orc1-5p es necesario para la unión del complejo, de manera
específica de secuencia, al origen (Lee y Bell, 1997). Si bien Orc6p no se requiere
para la unión de ORC al ADN, sí que es necesaria para la replicación y para la
viabilidad celular (Li y Herskowitz, 1993).
Aunque inicialmente fue identificado en S. cerevisiae por unirse al elemento
ACS (Bell, 1992), ORC está altamente conservado y actúa como iniciador en todos
los orígenes de replicación eucarióticos (Bell y Dutta, 2002; Chesnokov, 2007). De
hecho, ha sido identificado en S. pombe y en diversos metazoos, incluyendo D.
melanogaster, X. laevis y en células humanas (Bell, 2002), y los genes que
codifican dicho complejo se ha demostrado que son esenciales (Chesnokov,
2007). Por un lado, se ha visto que la mutagénesis de genes relacionados con
ORC en S. pombe y D. melanogaster provoca defectos en la replicación del ADN
(Grallert y Nurse, 1996; Landis y col., 1997; Loupart y col., 2000; Muzi-Falconi y
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Kelly, 1995; Pinto y col., 1999) y que la disrupción del gen ORC2 de Arabidopsis
causa un fenotipo letal en el zigoto (Collinge y col., 2004). Por otro lado,
experimentos de inmunodepleción en extractos competentes para replicación de
X. laevis y D. melanogaster demuestran que ORC es absolutamente necesario
para el inicio de la replicación del ADN (Carpenter y col., 1996; Chesnokov y col.,
1999; Romanowski y col., 1996; Rowles y col., 1996) y en células humanas el
silenciamiento de genes ORC por ARN de interferencia produce una parada del
ciclo celular (Prasanth y col., 2002; Machida y col., 2005). Aunque no existen
evidencias genéticas que indiquen alguna función de ORC en la replicación del
ADN cromosómico humano, plásmidos que portan el origen del virus de Epstein-
Barr (EBV) no replican en células que tienen el gen ORC2 mutado (Dhar y col.,
2001), lo que sugiere que el virus utiliza la maquinaria replicativa humana, y por
tanto, HsORC.
En la interacción de ScORC con el origen intervienen las subunidades Orc1p,
Orc2p, Orc4p y Orc5p. En cambio, Orc3p que es necesaria para la unión del
complejo al ADN, no contacta con él, lo que sugiere que esta proteína pueda estar
implicada en el correcto posicionamiento del resto de subunidades de manera que
puedan contactar con el origen (Lee y Bell, 1997) (Figura 3). Los primeros
estudios demostraron que ACS es el primer elemento del origen reconocido por
ScORC (Bell, 1992). Trabajos posteriores demostraron que al menos existe una
interacción adicional dentro del dominio adyacente B1 (Rao y Stillman, 1995;
Rowley y col., 1995) y en la región intermedia A-B1 (Lee y Bell, 1997). Este
reconocimiento doble (A y B1) determina principalmente la especificidad por el
origen de ORC (Chen y col., 2008).
B1 ACSB2B3
ABF1
ORC
13
456 4 1
22
Figura 3. Asociación del complejo de reconocimiento del origen (ORC) de S. cerevisiae a las
secuencias de replicación autónoma (ARS) (Figura modificada de Bell [2002]). El complejo ORC (verde)
se une al ADN a través de las subunidades 1, 2 y 4 que establecen contacto con la secuencia consenso ARS
de 11 pb (ACS) (rojo) y la 5 que lo hace con el elemento B1 (azul). El factor de transcripción Abf1p (naranja)
interacciona con el elemento B3.
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En cambio, SpORC se une al origen de manera diferente a como lo hace en S.
cerevisiae: a través de un dominio denominado “gancho A/T”, situado en el
extremo N-terminal de la subunidad Orc4p, que interacciona preferentemente con
los bloques de secuencia de ADN redundante, enriquecidos en A+T (Chuang y
Kelly, 1999).
Figura 4. El complejo de reconocimiento del origen (ORC) utiliza diferentes estrategias para
unirse a las secuencias replicadoras en organismos distintos de S. cerevisiae (Bell, 2002). A) SpORC
se une a una región del origen enriquecida en A+T a través de nueve repeticiones de un motivo A-T hook que
se encuentra en el dominio N-terminal de Orc4p. B) Aunque son menos conocidas las secuencias que
componen los orígenes de D. melanogaster, se ha detectado que de manera dependiente de ATP, existen dos
elementos (ACE3 y oriβ) en el tercer cromosoma que son reconocidos por el DmORC (Zhang y Tower, 2004).
Al contrario que para el ScORC, se requieren las seis subunidades de DmORC para la unión al ADN. En azul
aparecen las regiones que contienen secuencias enriquecidas en A+T.
Lo que sí tienen en común los complejos ORC de todas las especies, es que
requiere ATP para interaccionar con los orígenes (con la excepción ya comentada
de S. pombe). Tres de las seis subunidades de ORC (Orc1p, Orc4p y Orc5p)
poseen sitios potenciales de unión a ATP. En S. cerevisiae, mientras que la
subunidad Orc1p une e hidroliza ATP, Orc5p sólo lo une (Klemm y col., 1997;
Makise y col., 2003; Takahashi y col., 2004). Orc4p tampoco es capaz de unir ATP
de por sí, pero participa en el ciclo de unión/hidrólisis del nucleótido al
interaccionar con Orc5p (Makise y col., 2007) e incluso, en eucariotas superiores,
es capaz de unir ATP (Siddiqui y Stillman, 2007). De hecho, Orc1p-Orc4p-Orc5p y
Cdc6p han sido clasificadas mediante el análisis de sus estructuras secundarias
dentro de la superfamilia de proteínas AAA+ (ATPasas Asociadas con varias
Actividades celulares) (Giraldo, 2003; Iyer y col., 2004; Speck y col., 2005)
(Figura 5 y Figura 6). Las proteínas de esta superfamilia emplean la energía
liberada tras la hidrólisis de ATP para generar un movimiento de rotación que es
utilizado para remodelar los substratos unidos. La unión e hidrólisis de ATP es
realizada a través del dominio conservado AAA+, que adicionalmente puede
conducir al ensamblaje de las proteínas en oligómeros (generalmente hexámeros)
con forma de barril, al presentar un canal central. En esta familia están incluidas
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una gran variedad de proteínas que se requieren para la replicación del ADN,
tanto en eucariotas como en procariotas (Neuwald y col., 1999). Todos sus
miembros poseen secuencias conservadas que se agrupan en los motivos de
unión (Walker A) e hidrólisis (Walker B) del ATP (Walker y col., 1982). Otras
subunidades del complejo, como Orc2p y Orc3p, aunque no poseen secuencias
consenso de unión a ATP, se ha propuesto que también forman parte de esta
misma superfamilia (Giraldo, 2003; Speck y col., 2005) ya que se han detectado
todos los elementos de estructura secundaria que la caracterizan en Orc2p y, algo
menos conservados, en Orc3p (Speck y col., 2005) (Figura 5).
Figura 5. Análisis de los dominios AAA+ en las proteínas Orc1-5p y Cdc6p. Predicción de
estructuras secundarias en Orc1-5p y Cdc6p (Figura tomada de Speck C y col. [2005]: hélices α (rojo) y
láminas β (verde). Las deleciones que se corresponden con elementos no alineados se representan con // y
las inserciones como v. En la parte inferior se muestran la posición de las secuencias de aminoácidos de las
cajas Walker A y Walker B.
Además de a través de los dominios AAA+ N-terminales, el complejo ORC
interacciona con el origen principalmente mediante dominios C-terminales del tipo
winged-helix (WH) (Giraldo y Díaz-Orejas, 2001; Dueber y col., 2007; Chen y
col., 2008). Los dominios WH en esta subfamilia de iniciadores estan compuestos
de estructuras α+β compactas formadas por al menos 5 hélices α (α1-5) y una
lámina β (β1-3) conectadas mediante “dos alas” (wings; W1 y W2). Las hélices
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α3/α4 son las que constituyen el módulo HTH (héliceα-giroβ-héliceα ) de
reconocimiento del ADN (Gajiwala y Burley, 2000). Se ha predicho que ORC posee
5 dominios WH (localizados en Orc1-5) (Giraldo y Díaz-Orejas, 2001; Giraldo,
2003; Speck y col., 2005), pero de las cuáles sólo 4, junto con el de Cdc6p (Liu y
col., 2000), son los que establecen los contactos con el ADN (Clarey y col., 2006;
Chen y col., 2008). Aunque Orc3p posea un dominio WH potencial (Speck y col.,
2005), éste se localiza de manera interna, lo que concuerda con los datos de
entrecruzamiento químico ADN-proteína (Lee y Bell, 1997) en los cuáles se
demuestra que esta subunidad es la única que no contacta con el origen.
Figura 6. Diagramas topológicos de la superfamilia de proteínas AAA+ (Iyer y col., 2004). Las
láminas β, numeradas de 1 a 5, están representadas como flechas. Las láminas 1 y 3 contienen las secuencias
conservadas de GxxxxGK[ST] y hhhh[DE] de los motivos Walker A y Walker B, respectivamente (en naranja).
Las hélices α se representan en forma de rectángulos azules. El N-terminal del dominio comienza en la punta
de flecha verde. El subgrupo al que pertenecen el complejo ORC, Cdc6/DnaA, posee en común, y a diferencia
del resto, una hélice α extra (rectángulo verde).
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b. Cdc6p.
El gen CDC6 fue descubierto en S. cerevisiae buscando mutantes que tuvieran
alterado el ciclo de división celular (Hartwell, 1976). Proteínas relacionadas han
sido identificadas en S. pombe, Xenopus y en células humanas, lo que indica que
Cdc6p, como ORC, están muy conservadas durante la evolución (Kelly y Brown,
2000). Los trabajos realizados durante la última década han demostrado que
Cdc6p desempeña un papel importante en el ensamblaje del pre-RC, ya que
primero se une a ORC y posteriormente, junto a Cdt1p, son las encargadas de
localizar a las proteínas Mcm2-7p en el origen (Bell y Dutta, 2002). Cdc6p se
asocia a ORC de una manera dependiente de ATP (Speck y col., 2005) y esta
unión altera la conformación de una o más subunidades del complejo, lo que
podría conducir a optimizar la interacción de éste con el origen (Mizushima y col.,
2000). En otros metazoos, Cdc6p también puede incrementar la especificidad de
unión al ADN de ORC, pues en extractos de huevos de Xenopus se ha observado
que Cdc6p estabiliza la unión de ORC a la cromatina (Harvey y Newport, 2003).
c. Cdt1p.
La proteína Cdt1 fue identificada en S. pombe como la diana para el factor de
transcripción Cdc10 (Hofmann y Beach, 1994), pero no fue hasta unos años más
tarde cuando se descubrió que era necesaria para el inicio de la replicación
(Nishitani y col., 2000). Homólogos en Xenopus, Drosophila y en células humanas
fueron aislados y se demostró que eran necesarios para el ensamblaje del
complejo pre-RC (Maiorano y col., 2000; Whittaker y col., 2000; Rialland y col.,
2002). El homólogo en S. cerevisiae no fue identificado inicialmente, pero el
alineamiento de diferentes secuencias eucarióticas mostró que TAH11 era el gen
ortólogo (Devault y col., 2002). Cdt1p se asocia con el ADN tras ser reclutada por
Cdc6p (Tada y col., 1999; Tsuyama y col., 2005) y ambas, de manera
coordinada, cargan las Mcm2-7p. Cdt1p interacciona directamente con las Mcm2-
7p y su localización nuclear es mutuamente dependiente  (Gopalakrishnan y col.,
2001; Tanaka y Diffley, 2002; Cook y col., 2004), lo que sugiere que Cdt1p pueda
ser responsable de la unión de las Mcm2-7p al origen.
d. Mcm2-7p.
Los genes que codifican para las proteínas Mcm2-7 fueron inicialmente
identificados mediante un rastreo genético que buscaba proteínas implicadas en el
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mantenimiento de plásmidos, la progresión del ciclo celular y en el fallo de la
segregación cromosómica (Bell y Dutta, 2002). Es un complejo de seis proteínas
altamente relacionadas y conservadas a lo largo de la escala evolutiva. Sin
embargo, no son proteínas redundantes ya que todas ellas son esenciales en
levaduras. La deleción de alguno de los miembros de la familia MCM en S.
cerevisiae y en S. pombe produce la pérdida de la viabilidad celular (Kearsey y
Labib, 1998; Tye, 1999). Las MCMs de levaduras forman un heterohexámero con
actividad ATPasa que requiere seis sitios de unión a ATP. Mientras que Mcm4-6-7p
son las encargadas de la hidrólisis de ATP, las Mcm2-5-7p tienen una función
reguladora (Schwacha y Bell, 2001). Las proteínas Mcm2-7 están implicadas en el
inicio y en la elongación de la replicación en eucariotas y se cree que su función
es la de actuar como helicasa replicativa (Maiorano y col., 2006). Debido a su
gran complejidad, la mayor parte de los trabajos realizados para desentrañar los
mecanismos moleculares de las MCMs han sido llevados a cabo en arqueas
(Methanothermobacter thermautotrophicus y Sulfolobus solfataricus) ya que éstas
poseen una única proteína MCM que forma complejos homo-oligómeros  (Kelman
y col., 1999; McGeoch y Bell, 2005). El complejo purificado Mcm2-7p muestra una
actividad helicasa residual (Ishimi, 1997). Esta falta de función puede deberse a
la ausencia de modificaciones postraduccionales esenciales o de cofactores
necesarios, ya que la purificación de un complejo mayor que incluye otras
proteínas como Cdc45 y las GINS sí que muestra actividad helicasa  (Moyer y col.,
2006). El conjunto de estas proteínas estaría también implicado en el la carga de
las ADNpolimerasa/primasa replicativas (α, δ, ε) (Moyer y col., 2006).
B. Regulación de la actividad del complejo pre-replicativo (pre-RC)
en S. cerevisiae.
El inicio de la replicación del ADN se puede dividir en dos etapas, la selección
del origen (licensing) y su posterior activación. En la etapa de selección el
complejo pre-RC se ensambla en los puntos del genoma donde se iniciará la
replicación (Figura 7). Los componentes principales del pre-RC son el complejo
ORC, Cdc6p, Cdt1p y las proteínas Mcm2-7. Mientras que ORC es el responsable
fundamental de la selección del origen de replicación, Cdc6p/Cdt1p se encargarán
de reclutar posteriormente a las Mcm2-7p (Bell, 2002). La estructura que adoptan
las Mcm2-7p, a modo de anillo en torno al ADN, sugiere que el complejo formado
entre ORC-Cdc6p puede comportarse como un cargador (clamp-loader)
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dependiente de ATP, similar a como actúa el Factor de Replicación-C (RFC) con el
antígeno de proliferación celular (PCNA) (Méndez y Stillman, 2003; Speck y col.,
2005). Hasta que no se produce la hidrólisis de ATP por Cdc6p, las Mcm2-7p no
se unen al ADN (Randell y col., 2006) lo que desplaza a Cdc6p y Cdt1p del origen.
Finalmente, múltiples complejos Mcm2-7p son cargados gracias a la hidrólisis de
ATP por ORC (Bowers y col., 2004) en los orígenes potencialmente activos
durante la fase G1 tardía, lo que hace que dichos orígenes sean marcados para
ser iniciados durante la fase S.
Figura 7. Modelo propuesto para la formación del complejo pre-Replicativo (Adaptado de
Sivaprasad y col., (2006). El complejo ORC (ATP) está unido al origen de replicación. Una vez que los factores
de replicación ATP-Cdc6p y Cdt1p se han unido a ORC, el complejo con actividad helicasa Mcm2-7p es
ensamblado en el origen (Bell, 2002), para lo que es necesario la hidrólisis de ATP por Cdc6p (Randell y col.,
2006). La posterior hidrólisis de ATP en ORC provoca que las Mcm2-7p sean desplazadas del origen (Bowers y
col., 2004). Este proceso se repite para cargar múltiples complejos Mcm2-7p en el origen.
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Para evitar que los orígenes ya replicados sean seleccionados de nuevo durante
la fase S, es importante que éste proceso esté muy bien regulado. Los
mecanismos que controlan la activación temporal de los orígenes de replicación
aún no son muy conocidos, pero se sabe que se requiere la función de diferentes
quinasas como las CDKs (Ciclin-Dependent Kinases), DDKs (Dfb4 Dependent Cdc7
Kinase), Rad53 y Mec (Bell y Dutta, 2002). Estas quinasas están inactivas en G1,
permitiendo la selección del origen, sin embargo los altos niveles de CDKs durante
el resto del ciclo celular previenen el reinicio, al mismo tiempo que promueven, el
inicio de la replicación (Figura 8).
Uno de los principales substratos de las CDKs en S. cerevisiae es Cdc6p, que es
fosforilada y así marcada para su degradación durante la transición G1-S. Sin
embargo, Mcm2-7p y Cdt1p son reguladas de manera diferente, ya que las CDKs
promueven su exportación fuera del núcleo durante las fases S, G2 y G1
temprana, impidiendo así su acceso al ADN cromosómico. No se conocen muchos
detalles de la regulación de ORC por estas quinasas, lo que sí se sabe es que la
CDKs fosforilan algunas de las subunidades del complejo (Orc2p y Orc6p)
provocando la inactivación de éste durante las fases S y G2 (Blow y Dutta, 2005).
Figura 8. Regulación de la formación del complejo pre-replicativo (pre-RC) en levaduras (Figura
tomada de Blow y Dutta [2005]. Actividad de los componentes que permiten la selección y activación de un
origen (licensing). Este proceso es activo únicamente durante la fase G1 (verde) y durante el resto de fases
del ciclo celular es inhibido por la acción de proteínas dependientes de quinasas (CDKs, en azul). Se muestra
también la actividad de los diferentes componentes del pre-RC (ORC, Cdc6p, Cdt1p y Mcm2-7p), en verde,
cuando las proteínas están activas, y en rojo si están inhibidas/degradadas o son exportadas.
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C. Estructura del complejo de reconocimiento del origen.
En procariotas, las proteínas que reconocen el origen de replicación consisten
en un único polipéptido que puede formar estructuras oligoméricas (Giraldo,
2003; Erzberger y col., 2006), lo que sugiere la pregunta de porqué en eucariotas
ORC está formado por seis subunidades, y además se necesita la contribución de
Cdc6p para el reconocimiento del origen (Mizushima y col., 2000; Speck y
Stillman, 2007). Estudios estructurales de proteínas iniciadoras de la replicación
están comenzando a dar información sobre cómo éstas se unen al ADN, pero lo
que aún no está claro es de qué manera cooperan para promover el inicio de la
replicación. La estructura de DnaA (proteína iniciadora de la replicación en
eubacterias) muestra que, al unir ATP, este iniciador forma una superhélice a
derechas en torno a las secuencias repetidas (“cajas dnaA”) del origen de
replicación (oriC) (Erzberger y col., 2006; Mott y Berger, 2007). Por el contrario,
la estructura del complejo entre el iniciador en arqueas Orc1/Cdc6 y el ADN revela
un modo diferente por el que estas proteínas recubren el origen: dos monómeros
del iniciador se unen a dos repeticiones contiguas en un complejo lineal (Dueber y
col., 2007; Singleton y col., 2004; Gaudier y col., 2007). Hasta el momento, no
se ha conseguido resolver la estructura de un ORC eucariótico mediante
cristalografía de rayos-X, posiblemente debido a que la estructura del complejo no
esté perfectamente definida si no está unido a una secuencia de ADN lo
suficientemente extensa (Speck y col., 2005; Bell, 1992; Lee y Bell, 1997).
Las estructuras a baja resolución, resueltas mediante microscopía electrónica y
reconstrucción de partículas individuales (ME-SP), del complejo ORC de
Drosophila (Clarey y col., 2006) (Figura 9A) y de S. cerevisiae (Speck y col.,
2005; Chen y col., 2008) muestran que, aunque ambos son muy similares en
tamaño y en arquitectura, no existen diferencias apreciables (Figura 9B y C).
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Figura 9. Estructuras tridimensionales (3D) resueltas por ME-SP del ORC de Drosophila y de S.
cerevisiae. A) DmORC (EM-SP) (Clarey y col., 2006). Superposición manual de un pentámero helicoidal de
DnaA-AAA+ en el mapa de densidades electrónicas de ORC, que apoya el modelo de un oligómeros helicoidal.
Esquema propuesto por dichos autores para el ensamblaje del complejo en el que se representan los dominios
AAA+ en rojo y verde y los dominios WH en amarillo. B) Arquitectura del complejo ScORC: detección de la
proteína de unión a maltosa (MBP), fusionada a las subunidades de ORC, en las imágenes del complejo
tomadas mediante EM y modelo propuesto para la interacción de éste con Cdc6p y el origen de replicación
(Chen y col., 2008). Orc1-4-5p ocupan la mitad superior, y Orc 2-3-6p la mitad inferior del complejo.
Hasta el momento se han dedicado muchos esfuerzos para intentar desentrañar
las interacciones entre las subunidades de ORC tanto en sistemas modelo en
células humanas (Dhar y col., 2001a; Vashee S, 2001; Siddiqui y Stillman, 2007),
como en ratones (Kneissl y col., 2003), Drosophila (Clarey y col., 2006), Xenopus
(Rowles y col., 1996) y plantas (Díaz-Trivino y col., 2005). Sin embargo, es en S.
cerevisiae donde se han realizado la mayoría de los estudios, con aproximaciones,
tanto in vitro como in vivo. En cuanto a las aproximaciones experimentales
empleadas, son habituales los ensayos de doble híbrido (Kneissl y col., 2003;
Matsuda y col., 2007), la co-expresión en células de insectos mediante
baculovirus (Lee y Bell, 1997; Moon y col., 1999; Dhar y col., 2001a; Vashee S,
2001; Siddiqui y Stillman, 2007), o la co-traducción in vitro (Díaz-Trivino y col.,
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2005), todos ellos a menudo acompañados de experimentos de
inmunoprecipitación. No se ha obtenido un mapa de interacciones unívoco, ya que
existen diferencias evidentes dependiendo de la fuente biológica de las proteínas
y de la aproximación experimental elegida, pero parece claro que mientras que se
forma un núcleo estable entre las subunidades Orc2-3-4-5p, las subunidades
Orc1-Orc6p se localizan de manera periférica. Para el complejo ORC humano se
ha descrito un ensamblaje secuencial de subunidades, en el cual se forma un
núcleo entre las subunidades Orc2-3-5p al que se unen Orc4p y Orc1p de manera
dependiente de ATP (Siddiqui y Stillman, 2007). Sin embargo, se desconocen los
detalles moleculares de las interacciones que se establecen entre las subunidades
de ORC en el complejo. Las estructuras cristalográficas de oligómeros de DnaA
(Erzberger y col., 2006) y heterodímeros del iniciador de arqueas Orc1-3 (Dueber
y col., 2007) apuntan a que 2 hélices α (Figura 6), localizadas entre los sitios de
unión a ATP de los motivos Walker A y B, constituyen un elemento de estructura
secundaria diferencial que caracteriza al grupo de proteínas iniciadores de la
replicación dentro de la superfamilia de proteínas AAA+. Dichas hélices α
constituyen un Motivo específico iniciador (ISM) que podría modular el ensamblaje
del complejo ORC, determinando la formación de una superhélice de subunidades
que recubriría parcialmente el ADN.
D. Chaperonas Hsp70: ¿Nuevos moduladores del ensamblaje de
ORC?
Las Hsp70s son una familia de proteínas altamente conservadas, que se
encuentran distribuidas de forma ubicua en procariotas (E. coli, DnaK y HscA),
algunas arqueas (Thermus termophilus, DnaK) y en todos los orgánulos de los
eucariotas (S. cerevisiae citosólicas, Ssa1-4p, y ribosomales, Ssb1-2p; Hsc70 en
metazoos) (Frydman, 2001; Mayer y Bukau, 2005; Stirling y col., 2006; Saibil,
2008). Estas proteínas actúan como chaperonas moleculares, al participar en
procesos relacionados con el plegamiento de muchas proteínas, previniendo su
agregación y promoviendo la adquisición de su estructura nativa (Mayer y Bukau,
2005). Las Hsp70 tienen un peso molecular de aproximadamente 70 kDa y están
formadas por dos dominios, el dominio N-terminal ATPasa (NBD, 45 kDa) y el C-
terminal encargado de la unión del substrato (SBD, 25 kDa) (Figura 10). Este
último une cadenas polipeptídicas extendidas reconociendo secuencias
enriquecidas en residuos hidrofóbicos, que se acomodan en una hendidura
Introducción
22
(subdominio β-laminar, 15 kDa) que es posteriormente cerrada por una “tapa” α-
helicoidal (en el extremo C-terminal del dominio).
Figura 10. Estructura tridimensional de Hsp70s. Modificada de Saibil (2008). A) Dominio ATPasa
(NBD) de Hsp110 unido a ATP (representación CPK). B) Dominio de unión a substrato (SBD) de la chaperona
Hsp70 de E. coli (DnaK): se representan los dos subdominios (α-helicoidal y sándwich β) (azul) y los residuos
que comprenden el sitio de unión del substrato (verde).
La unión y liberación del substrato están controladas por un ciclo ATPásico
(Frydman, 2001; Mayer y Bukau, 2005; Stirling y col., 2006; Saibil, 2008)
(Figura 11), en cooperación con cofactores de selección de diana (Hsp40 en S.
cerevisiae, DnaJ en E. coli) y de intercambio de nucleótido en procariotas (GrpE
en E. coli ): cuando el NBD liga ATP, el bolsillo de unión al substrato está abierto
permitiendo la unión del péptido (SBD), mientras que la hidrólisis de ATP (NBD)
provoca que la “tapa” (SBD) se cierre, atrapándolo en su interior. Los estudios
recientes realizados sobre la estructura completa de las chaperonas Hsc70 bovina
(Liu y Hendrickson, 2007) y Hsp110-Sse1 (Jiang y col., 2005) de levaduras
muestran cómo los dominios NBD y SBD están interconectados y se comunican en
un proceso alostérico inducido por el ATP.
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Figura 11. Modelo de la interacción de la chaperona Hsp70 (DnaK) en E. coli con su substrato
(Mayer y col., 2000).
Desde principios de la década de los 90, se tiene evidencia de que la chaperona
Hsp70 de E. coli (DnaK) participa en la remodelación/activación estructural de
iniciadores de la replicación cromosómicos como DnaA y el del fago λ (λO) y de
plásmidos (RepA) (revisado en Giraldo, 2003). Díez años después, dicha evidencia
se extendió a la subunidad Orc4p en S. cerevisiae (Giraldo y Díaz-Orejas, 2001) y
a iniciadores virales como el E1 (papilomavirus humano) (Lin y col., 2002) y el
UL3 (herpes virus) (Tanguy Le Gac y Boehmer, 2002). De hecho, la chaperona
Hsp70 de levaduras modula el estado de asociación de la subunidad ScOrc4p,
cuya diana está en el dominio AAA+ de esta proteína, mediante la disociación de
oligómeros en dímeros (Giraldo y Díaz-Orejas, 2001). Esto sugería que la
interacción con Hsp70s podría suponer un paso intermedio hacia el ensamblaje
del complejo ORC completo. Se ha propuesto que la conformación de algunas
subunidades de ORC es diferente dependiendo de sí el complejo se encuentra
ensamblado libre o unido a las secuencias ARS, proceso en el cual el ATP actúa
como un efector alostérico (Lee y Bell, 2000). Por analogía con la actividad de su
homólogo procariota (DnaK) sobre las proteínas Rep de plásmidos, Hsp70 podría
determinar un cambio entre los diferentes estados funcionales de ScOrc4p en el
complejo replicativo (Giraldo, 2003). Estas hipótesis constituyen el punto de
partida del presente estudio.

IV. Objetivos
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Identificar los residuos que median el contacto entre Orc4p y
Hsp70.
Mutación en Orc4p del motivo de secuencia así identificado
para su caracterización bioquímica y funcional:
• Estudio del efecto de las mutaciones y de Hsp70 en la
interacción entre Orc4p y el resto de subunidades del
complejo ORC (Orc1-5p) y Cdc6p.
• Análisis del efecto de dichas mutaciones en Orc4p sobre la
viabilidad, replicación y ciclo celular de S. cerevisiae.

V. Materiales y Métodos
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A. MATERIALES
i. Bacterianas y levaduras.
a. Estirpes bacterianas.
Las células de Escherichia coli empleadas fueron JM109, Fusion Blue y
BL21(DE3). Ambas son deficientes en recombinación homóloga (recA-), propiedad
que favorece la estabilidad de los plásmidos y las convierte en hospedadores
adecuados en los experimentos de clonación. La estirpe BL21(DE3) posee en su
cromosoma una copia del gen de la polimerasa T7 ubicado bajo el promotor
lacUV5, activable por el análogo de la lactosa IPTG. Además, es defectiva para la
proteasa Lon y para la proteasa OmpT de la membrana externa. Ambas
características favorecen la expresión de proteínas recombinantes y facilitan su
posterior purificación. Para la realización de esta Tesis se empleó una variante de
la estirpe BL21(DE3) que contenía el plásmido pRIL-LacI-LysS (CmR). Este
plásmido contiene los genes que codifican para los tRNAs de tres codones de uso
poco frecuente en E. coli (RIL: argU, ileY y leuW); el gen lacIq que reprime la
transcripción del promotor lacUV5 en ausencia de IPTG; y el gen de la lisozima del
fago T7 (LysS) que facilita la ruptura de las células.
Nombre Genotipo Parental Utilización Referencia
E. coli
JM109
e n d A1 h s d R17 (rk12-mk12+)
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 A
[ lac-proAB) relA1 (F- traD 3 6
proAB+ lacIq Z∆M15) λ-
Clonación
(Yanisch-Perron y
col., 1985)
E. coli
Fusión Blue
e n d A1 hsdR17 (rK12- mK12+)
s u p E44 th i-1 recA1 gy rA96,
r e l A1, lacF´[proA+B+,  lacIq
ZΔM15::Tn10(tetR)]
Clonación
(Bullock y col.,
1987)
E. coli BL21
(DE3)
DE3 (LacI LacUV5-T7 gen1 ion1
sam7 ninJ) F- dcm ompT hsdS
(rb-mb+) gal
Expresión de
proteínas
(Studier y Moffatt,
1986)
E. coli BL21
(DE3)pRIL-
LacI-LysS
DE3 (LacI LacUV5-T7 gen1 ion1
sam7 ninJ) F- dcm ompT hsdS
(rb-mb+) gal argU ileY leuW lacIq
lysS
E. coli BL21
(DE3)
Expresión de
proteínas
Giraldo, R.
Tabla 1. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo.
Materiales y Métodos
32
b. Estirpes de levaduras.
Las cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas en esta Tesis se
construyeron a partir del haploide W303-1Aa1.
Nombre Genotipo Referencia
W303-1Aa1 MATAa ura3-52 trp1∆2 his3∆11 leu2-3, 112 ade2-1 can1-100
(Thomas y
Rothstein, 1989)
Nombre Parental Alelo ORC4 Marcador
Plásmido
residente
Referencia
SCA004 W3031Aa ORC4:: NHis6-ORC4 URA3
pRS306-
ORC4
Este trabajo
SCA005 W3031Aa ORC4:: orc4-IL4-A5 URA3
pRS306-
orc4IL4-A5
Este trabajo
SCA006 W3031Aa ORC4:: orc4-I184A URA3
pRS306-
orc4-I184A
Este trabajo
SCA007 W3031Aa ORC4:: orc4-L185A URA3
pRS306-
orc4-L185A
Este trabajo
SCA008 W3031Aa ORC4:: orc4-L186A URA3
pRS306-
orc4-L186A
Este trabajo
SCA009 W3031Aa ORC4:: orc4-L187A URA3
pRS306-
orc4-L187A
Este trabajo
SCA010 W3031Aa ORC4:: orc4-L188A URA3
pRS306-
orc4-L188A
Este trabajo
SCA011 SCA006 orc4-I184A - - (*)
SCA012 SCA007 orc4-L185A - - Este trabajo
SCA013 SCA008 orc4-L186A - - Este trabajo
SCA014 SCA009 orc4-L187A - - Este trabajo
SCA015 SCA010 orc4-L188A - - Este trabajo
SCA016 W3031Aa ORC4 URA3 pBB6 Este trabajo
SCA017 SCA012 orc4-L185A URA3 pBB6 Este trabajo
SCA018 SCA013 orc4-L186A URA3 pBB6 Este trabajo
 (*) No se consiguió obtener ninguna colonia con este genotipo
Tabla 2. Estirpes de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo.
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ii. Plásmidos.
La Tabla 3 recoge los plásmidos empleados en este trabajo, indicando sus
marcadores de selección, su utilidad y origen.
Nombre Selección Descripción/utilidad Referencia
pRG-rectac-NHis6-ORC4 AmR
Expresión de la proteína His6-Orc4p.
Derivado pUC18, con oriV.
(Giraldo y col.,
1998; Giraldo y
Díaz-Orejas, 2001)
pRG-rectac-NHis6-orc4-A5 AmR Expresión de la proteína His6-Orc4-A5p. Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-ORC41 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4p-
Orc1p.
Este trabajo
pRG-rectac -NHis6-orc4-A5-ORC1 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4-A5p-
Orc1p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-ORC42 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4p-
Orc2p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-orc4-A5-ORC2 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4-A5p-
Orc2p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-ORC43 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4p-
Orc3p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-orc4-A5-ORC3 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4-A5p-
Orc3p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-ORC45 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4p-
Orc5p.
Este trabajo
pRG-rectac -NHis6-orc4-A5-ORC5 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4-A5p-
Orc5p.
Este trabajo
PRG-rectac-NHis6-ORC4-CDC6 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4p-
Cdc6p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis6-orc4-A5-CDC6 AmR
Expresión del complejo His6-Orc4-A5p-
Cdc6p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-ORC4 AmR Expresión de la proteína His10-Orc4p. Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-orc4-A5 AmR
Expresión de la proteína His10-Orc4-
A5p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-ORC41 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4p-
Orc1p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-orc4-A5-ORC1 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4-A5p-
Orc1p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-ORC42 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4p-
Orc2p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-orc4-A5-ORC2 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4-A5p-
Orc2p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-ORC43 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4p-
Orc3p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-orc4-A5-ORC3 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4-A5p-
Orc3p.
Este trabajo
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pRG-rectac-NHis10-ORC45 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4p-
Orc5p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-orc4-A5-ORC5 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4-A5p-
Orc5p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-ORC4-CDC6 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4p-
Cdc6p.
Este trabajo
pRG-rectac-NHis10-orc4-A5-CDC6 AmR
Expresión del complejo His10-Orc4-A5p-
Cdc6p.
Este trabajo
pRIL-LaqI-LysS CmR
Vector auxiliar compatible con pRG-
rectac.
Giraldo, R.
pET3d-ORC4 AmR Molde para amplificar el gen His6ORC4.
(Giraldo y Díaz-
Orejas, 2001)
pRS306 AmR
Vector Yep. URA3 y un origen ARS1.
Integración en el cromosoma.
(Sikorski y Hieter,
1989)
pRS306-ORC4 AmR
Reemplazamiento de ORC4  por un
alelo codificado con 6 histidinas N-
terminales.
Este trabajo
pRS306-orc4-A5 AmR
Reemplazar el gen ORC4 por el alelo
IL4A5
Este trabajo
pRS306-orc4-I184A AmR
Reemplazar el gen ORC4 por el alelo
L184A
Este trabajo
pRS306-orc4-L185A AmR
Reemplazar el gen ORC4 por el alelo
L185A
Este trabajo
pRS306-orc4-L186A AmR
Reemplazar el gen ORC4 por el alelo
L186A
Este trabajo
pRS306-orc4-L187A AmR
Reemplazar el gen ORC4 por el alelo
L187A
Este trabajo
pRS306-orc4-L188A AmR
Reemplazar el gen ORC4 por el alelo
L188A
Este trabajo
pBB6 AmR
Vector derivado de pUC18 que porta
marcador URA3 y un origen ARS1.
(Brewer y
Fangman, 1987)
Tabla 3. Plásmidos empleados en este trabajo.
iii. Medios de cultivo.
a. Medios de cultivo bacterianos:
LBT: 10 g/l bactotriptona, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l de NaCl y 2 mg/ml
timina (pH 7.4). Para medio sólido el LBT se suplementa con agar bacteriológico
al 2 % (peso/volumen).
2xTY: 16 g/l triptona, 10 g/l extracto de levadura y 5 g/l de NaCl (pH 7.4).
b. Medios de cultivo de levaduras:
YPAD: 1 % de extracto de levadura, 2 % de bactopeptona, 30 mg/l de adenina y
2 % de glucosa (pH 6.8) (Sherman, 1991).
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Para la sincronización de las células con factor α, el YPAD se prepara a pH 3.9.
Medio sintético sin uracilo (SC-URA): 0.67 % Difco Yeast Nitrogen Base w/o
Amino Acids, 0.2 % Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplement without uracil,
2% de glucosa (Sherman, 1991).
SC-URA en medio sólido suplementado con 5 mg/ml uracilo y 0.1 % ácido 5-
fluoro-orótico (5-FOA) (Sherman, 1991). Para medio sólido el YPAD y las
diferentes combinaciones de SC-URA se suplementan con agar bacteriológico al 2
% (peso/volumen).
iv. Reactivos, enzimas, anticuerpos y oligonucleótidos.
a. Productos químicos y reactivos.
Las sales, ácidos y bases que componen los medios de cultivo y las soluciones
empleadas proceden de las casas comerciales Beckton & Dickinson, BioRad,
DIFCO, Merck, Panreac, Pronadisa y Sigma. El agua ultrapura empleada en las
disoluciones fue obtenida mediante un equipo Milli-Q (Millipore).
b. Enzimas.
Los enzimas de restricción que se han empleado en esta Tesis se adquirieron
de New England Biolabs y Roche Molecular Biochemicals.
Para las reacciones de PCR se utilizó una mezcla de Taq y Pfu ADN polimerasas
o la ADN polimerasa en forma de gel, de Biotools. Para los clonajes de ORC1,
ORC3 y CDC6 se usó el sistema PCR in fusion kit de Clontech. Para la mutagénesis
dirigida se utilizó la PfuTurbo ADN polimerasa, de Stratagene.
Para las ligaciones de todos los ADN nos servimos de la ADN ligasa del
bacteriófago T4, de Roche Molecular Biochemicals.
Para otras reacciones de modificación del ADN se utilizaron el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli, RNasa A, las fosfatasas alcalinas de
gamba (Roche) o Antártica (New England Biolabs) y la T4 polinucleótido quinasa
(USB).
Por último, las proteasas proteinasa K y la tripsina bovina se adquirieron a
Roche y Sigma-Aldrich, respectivamente.
c. Anticuerpos.
Los anticuerpos primarios monoclonales anti-c-myc (clon 9E10), anti-HA (clon
HA-7), anti-polyHistidine (clon His-1), anti-HSV, anti-flag M2 y anti-VSV clon
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P5D4 son distribuidos por Sigma-Aldr ich . El anticuerpo anti-DnaK fue
proporcionado por E. Lanka (MPI de Genética Molecular, Berlín) y los anticuerpos
secundarios frente a conejo y a ratón fueron adquiridos a G e n e r a l
Electric/Amersham Pharmacia.
d. Oligonucleótidos.
Los oligonucleótidos utilizados en esta Tesis (Tablas 5-7) fueron sintetizados
en el Servicio de Química de Proteínas del CIB mediante química de
fosforamiditas.
e. Material para la purificación, concentración y detección de proteínas.
Todas las columnas y matrices, las proteínas de peso molecular estándar para
filtración en gel y el reactivo ECL plus se obtuvieron de GE/Amersham y de
Agarose Beads Technology (ABT). Para la tinción de geles con plata se empleó el
SilverQuest™ Silver Staining Kit de Invitrogen.
La resina StrataClean, utilizada para concentrar proteínas, se obtuvo de
Stratagene y las membranas para concentrar proteínas de Pall Life Sciences
(selectividad de poro ≤ 10 kDa). Los filtros y las membranas Sequi-Blot de PVDF
para la transferencia de proteínas son manufacturados por BioRad.
Se manejaron películas AGFA Curix RP2 para las autorradiografías.
f. Marcadores de peso molecular para electroforesis.
Mientras que el marcador de peso molecular de proteínas fue el Broad Range
(2-212 kDa) de New England Biolabs, los marcadores de peso molecular de ADN
escala nº 1 (0.2-10 Kpb) y el λxHindIII provinieron de REAL Biología Molecular y
de New England Biolabs, respectivamente.
g. Transferencia, marcaje e hibridación de ADN.
Las membranas de nylon Zeta Probe (BioRad) fueron empleadas para la
transferencia de ADN. Las sondas se marcaron con el kit Ready-to-Go y se
purificaron mediante columnas Sephadex G-50, ambos de GE/Pharmacia.
Materiales y métodos
37
B. MÉTODOS
i. Transformación de células.
a. Transformación de E. coli.
Las células competentes de E. coli fueron preparadas utilizando el método del
cloruro de rubidio, descrito por Hanahan y col. (1983), cuando pretendimos
almacenarlas a –80 ºC, mientras que se usó el del cloruro de calcio, desarrollado
por Sambrock y Pollack (1974), cuando las células eran utilizadas el mismo día o
el día siguiente a su preparación. Ambos tipos de células fueron transformadas
empleando el método de choque térmico (Sambrook y Pollack, 1974).
b. Transformación de S. cerevisiae.
Todas las estirpes de S. cerevisiae se transformaron mediante el protocolo de
electroporación descrito por Manivasakam y Schiestl (1993).
ii. Extracción de ADN.
a. Extracción de ADN de E. coli.
La purificación a pequeña escala del ADN plasmídico de E. coli se realizó
mediante el kit High pure plasmid isolation de Roche Molecular Biochemical.
b. Extracción de ADN de S. cerevisiae.
b.1 Extracción de ADN para el análisis de transformantes.
Se siguió el protocolo descrito en Current Protocols in Molecular Biology 2003
(capítulo 13, sección 4, unidad 13.11) con algunas modificaciones. Las células se
crecieron en medio selectivo a 30 ºC hasta que el cultivo alcanzó una OD600 entre
0.8 y 1 (1.2x107-1.5x107 células/ml). Las células fueron recogidas por
centrifugación a una velocidad de 3000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente. El sedimento, que se lavó con H20 estéril fría, fue después
resuspendido en tampón de ruptura (2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl,
10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA). A continuación se añadió PCIA (25 fenol: 24
cloroformo: 1 alcohol isoamílico) junto a un volumen igual de bolas de vidrio
(425-600 µm) y se mezcló todo por agitación. Seguidamente las células fueron
puestas en hielo se repitió este proceso hasta que se rompió la pared celular del
80 % de las células. Se añadió tampón TEN100 (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM
EDTA, 100 mM NaCl) y se centrifugó durante 5 min a 12000 rpm. La fase acuosa
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fue transferida a un nuevo tubo y fue fenolizada hasta que la interfase turbia con
proteínas desapareció. Finalmente el ADN se precipitó con 2.5 volúmenes de
etanol y fue resuspendido en agua. Como el ARN no había sido eliminado, las
muestras antes de ser utilizadas fueron incubadas con 10 mg/ml RNasa.
b.2 Extracción del ADN para el análisis de la replicación plasmídica.
El método empleado estaba basado en el descrito por Huberman (1987) con
algunas modificaciones. Las levaduras se crecieron a 37 ºC en 1 l de medio SC-
URA con 2 % de glucosa hasta fase exponencial y en ese momento el crecimiento
se detuvo dejándose los cultivos en hielo durante 10 min con 0.1 % de azida
sódica. A continuación, las células se lavaron dos veces con agua destilada y se
resuspendieron a una concentración entre 1.5-2x109 células/ml en solución para
el aislamieno de núcleos (50 mM MOPS pH 7.2, 150 mM de acetato potásico, 2
mM de Cl2Mg, 500 µM de espermidina, 150 µM de espermina, 17 % glicerol) en
frío. Para la ruptura de las células se realizó el mismo proceso que para el análisis
de transformantes. Tras romper la pared celular con bolas de vidrio, los
sobrenadantes se juntaron y fueron centrifugados a 8000 rpm durante 10 min a 4
ºC. 2x109 células/ml fueron resuspendidas en 0.5 volúmenes de TEN50-50-100 (50
mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl. A continuación se añadió a otro
medio volumen de TEN50-50-100 0.05 volúmenes del total del detergente Sarkosyl
NL-30 30% hasta alcanzar una concentración final de 1.5 %. Cuando las dos
soluciones habían sido mezcladas se añadió proteinasa K hasta una concentración
de 300 µg/ml. Esta mezcla se añadió gota a gota al medio volumen de TEN50-50-100
donde se habían resuspendido las células y se incubó durante 1h a 37 ºC
agitándose a intervalos de 15-20 min. Para sedimentar las células y los restos
celulares la mezcla fue centrifugada a 5000 rpm durante 5 min a 4 ºC. Se fenolizó
con PCIA hasta que el sobrenadante quedó limpio y se realizó una última
extracción con CIA. Finalmente el ADN fue precipitado con 2.5 volúmenes de
etanol frío, centrifugado a 9000 rpm durante 1h a 4 ºC y resuspendido en TE a
una concentración de 3x107 células/µl.
iii. Mutagénesis dirigida del motivo ISM (IL4) en Orc4p.
a. Para el estudio del efecto de la mutación in vitro.
Para realizar la mutagénesis dirigida del motivo IL4 por cinco alaninas se
empleó el kit Double-primer/restriction site de GE/Amersham. Se utilizó como
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ADN molde el pRG-rectac-NHis6-ORC4 (Tabla 3) y los oligonucleótidos usados
fueron Hsp70box2A y el Hsp70box2B (Tabla 4). El plásmido generado tras la
mutagénesis fue el pRG-rectac-NHis6-orc4-A5 (Tabla 3).
La mutación se confirmó mediante la secuenciación (servicio SADNA-CIB) del
plásmido pRGrectac-NHis6-Orc4-A5, usando dideoxinucleótidos trifosfato
terminadores marcados con fluoróforos y un cebador específico (Tabla 4) en un
secuenciador automático ABI PRISM 3700, de Applied Biosystems.
b. Para el estudio del efecto de la mutación in vivo.
Para estudiar el efecto de la mutación IL4A5 en S. cerevisiae se realizó de
nuevo mutagénesis dirigida sobre dicho motivo. El mutante A5 y los mutantes
puntuales se generaron empleando de nuevo el kit Double-primer/restriction site.
Se utilizó como ADN molde el vector pRS306-O R C 4  (Tabla 3) y los
oligonucleótidos que se especifican en la Tabla 4.
Nombre Secuencia (5´-3´) Plásmido generado
Hsp70box 2A
5´CAGTGGTTCTTTGACAGAAGTGTTTGAGAAAGCTGCC
GCAGCTGCCGATTGACCACGAAGACAAGAAATGAAG3´
Hsp70box 2B
5´CTTCATTTCTTGTCTTCGTGGTCGAATCGGCAGCTGC
GGCAGCTTTCTCAAACACTTCTGTCAAAGAACCACTG3´
pRS306-orc4-A5
pRG-rectac-NHis6-orc4-A5
Hsp70boxIle184Ala1up
5´CAGTGGTTCTTTGACAGAAGTGTTTGAGAAAGCGCTT
TTACCTTAGATTCGACCACGAAGACAAG3´
Hsp70boxIle184Ala1do
5´CTTGTCTTCGTGGTCGAATCTAAGAGTAAAAGCGCT
TTCTC AAACACTTCTGTCAAAGAACCACTG3´
pRS306-orc4-I184A
Hsp70boxLeu185Ala2up
5´GTGGTTCTTTGACAGAAGTGTTTGAGAAAATTGCGCT
ACTCTTAGATTCGACCACGAAGACAAGAAATGA3´
Hsp70boxLeu185Ala2do
5´TCATTTCTTGTCTTCGTGGTCGAATCTAAGAGTAGCG
CAATTTTCTCAAACACTTCTGTCAAAGAACCAC3´
pRS306-orc4-L185A
Hsp70boxLeu186Ala3up
5´GGTTCTTTGACAGAAGTGTTTGAGAAAATTCTTGCGC
TCTTAGATTCGACCACGAAGACAAGAAATG3´
Hsp70boxLeu186Ala3do
5´CATTTCTTGTCTTCGTGGTCGAATCTAAGAGCGCAAG
AATTTTCTCAAACACTTCTGTCAAAGAACC3´
pRS306-orc4-L186A
Hsp70boxLeu187Ala4up
5´CTTTGACAGAAGTGTTTGAGAAAATTCTTTTAGCGCT
CGATTCGACCACGAAGACAAGAAATGAAG3´
Hsp70boxLeu187Ala4do
5´CTTCATTTCTTGTCTTCGTGGTCGAATCGAGCGCTAA
AAGAATTTTCTCAAACACTTCTGTCAAAG3´
pRS306-orc4-L187A
Hsp70boxLeu188Ala5up
5´GTTCTTTGACAGAAGTGTTTGAGAAAATTCTTCTCTT
AGCGGATTCGACCACGAAGACAAGAAATGAAG3´
Hsp70boxLeu188Ala5do
5´CTTCATTTCTTGTCTTCGTGGTCGAATCCGCTAAGAG
AAGAATTTTCTCAAACACTTCTGTCAAAGAAC3´
pRS306-orc4-L188A
Orc4seq 5´CAAATCTAATATGTACTACTCCTG3´
Primer secuenciación
pRGrectac
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T7 promoter  5´TAATACGACTCACTATAGGG3´
Primer secuenciación
pRS306
Tabla 4. Oligonucleótidos empleados para mutagénesis dirigida del motivo IL4. En negrita
aparece el motivo ISM y en rojo los codones alanina. Se introdujo, además de la mutación, un sitio de
restricción coloreado en azul (Cfo I para los mutantes orc4-I184/L185/L186A  y DdeI para orc4-
L187/L188A) para facilitar la posterior identificación de la mutación.
Las mutaciones en el plásmido pRS306-ORC4 se confirmaron, del mismo modo
que las introducidas en el plásmido pRG-rectac-NHis6-orc4-A5, mediante
secuenciación empleando para ello un oligonucleótido específico (Tabla 4).
iv. Construcción de plásmidos.
a .  Construcción de vectores bicistrónicos para la co-expresión de
Orc4p/Orc4-A5p y el resto de las subunidades del complejo ORC
(ORC1/2/3/5) o CDC6.
Todos los genes que codifican para las subunidades del complejo ORC
(ORC1/2/3/5) y CDC6 (Figura 13) se amplificaron por PCR y se clonaron en el
vector de expresión pRG-rectac-NHis6-ORC4/orc4-A5 (Figura 12).
Figura 12. Esquema del vector pRG-rectac-NHis6-ORC4. A) Esquema del promotor Ptac y del operador
lacI. B) Esquema del vector linearizado con NarI, que porta además del promotor y el operador (A), un gen
de resistencia a ampicilina (ApR), un origen de replicación (ori pMB1) y una región de multiclonaje (mcs).
El producto de PCR que contenía el gen ORC1 se digirió con HindIII/SphI,
mientras que el de ORC2 con SphI/BamHI, el de ORC3 con BamHI/XmaI, el de
ORC5 con XmaI/SacI y el de CDC6 con SacI; y se introdujeron después en los
vectores de expresión digeridos con las mismas enzimas. Todas las construcciones
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(Figura 14) se analizaron por restricción y sus insertos se secuenciaron
empleando los oligonucleótidos usados para clonarlos y un cebador específico.
Figura 13. Oligonucleótidos empleados para amplificar los genes ORC1-5 y CDC6 de S. cerevisiae.
Todos ellos poseen en su extremo una diana única para un enzima de restricción. Todos los oligonucleótidos
de la serie A poseen además un sitio de unión del ribosoma (rbs) y un ATG iniciador, mientras que los del tipo
B poseen un codon stop. ORC1A, ORC2A y CDC6A poseen la secuencia codificante para una etiqueta
específica N-terminal(VSV-G, c-Myc y HSV respectivamente). ORC3B y ORC5B llevan las etiquetas C-terminal
HA y T7-flag.
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Figura 14. Esquema lineal de las series de vectores dobles con el gen ORC4 silvestre (A) o el
mutante orc4-A5 (B).
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a.1 Cambio de la fusión de 6 histidinas en Orc4p y Orc4-A5p por una con
10 histidinas.
Tras la construcción de los vectores de expresión bicistrónicos se realizó una
mejora de los mismos mediante el intercambio de la secuencia que codificaba
para las seis histidinas (6His) por otra con diez (10His), lo que incrementa la
afinidad de las proteínas recombinantes por Ni2+-agarosa, permitiendo así
preparaciones de proteínas con mayor pureza que las obtenidas inicialmente con
6His.
Se generó un conector con la secuencia que codifica para 10His con los
oligonucleótidos 10HisORC4A Y 10HisORC4B (Tabla 5). Además, el adaptador
poseía en los extremos los sitios generados tras el corte con los enzimas de
restricción NcoI (en el extremo 5´) y SacII (extremo 3´) (Figura 15).
Nombre Secuencia (5´-3´)
10HisORC4A 5´CATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGC 3´
10HisORC4B 5´GGCACCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGGCTGCTGCC 3´
Tabla 5. Oligonucleótidos usados para generar el adaptador de 10 His.
Los oligonucleótidos primero se fosforilaron con el enzima T4 polinucleótido
quinasa durante 1 h a 37 ºC. Para hibridarlos, fueron puestos en el mismo tubo
en un baño a 95 ºC. Pasados 5 min el baño fue apagado y se dejaron las
muestras incubando hasta alcanzar temperatura ambiente.
Figura 15. Adaptador con la secuencia codificante para las 10 histidinas. Al anillarse los
oligonucleótidos se reconstituye el extremo generado tras el corte con NcoI (en verde) y con SacII (en azul).
En rojo aparecen las secuencias codificantes para las 10 histidinas.
El adaptador 10His se introdujo en todos los vectores bicistrónicos previamente
digeridos con SacII y NcoI. La reconstrucción de la etiqueta de 10 histidinas se
confirmó mediante secuenciación, empleando para ello el oligonucleótido T7
promoter (Tabla 4).
Materiales y Métodos
44
b. Construcción del pRS306-ORC4 y derivados.
El pRS306 (Tabla 3) es un plásmido de los denominados YIP, que se emplea
para la integración de genes en levaduras. Incluye un centrómero y el gen URA3,
que complementa mutaciones que provocan en la célula una auxotrofía para
uracilo. También poseen un gen de resistencia a ampicilina, un sitio de
multiclonaje y un origen de replicación que permite su manipulación en bacterias.
Para la construcción del pRS306-ORC4 se amplificó por PCR (mediante la Pfu
DNApol) el gen ORC4 utilizando como molde el plásmido pET3d-ORC4 (Giraldo y
Díaz-Orejas, 2001) y los oligonucleótidos pYeF2a y ORC4-TGA-NotI (Tabla 6). El
producto obtenido se clonó entre los sitios de restricción XhoI-BstXI (tras
convertirlos en romos con Klenow) del plásmido pRS306 (Sikorski y Hieter, 1989).
Nombre Secuencia (5´-3´)
PYeF2A 5´GCTATCGATGGGCAGCAGCCATCATC3´
ORC4-TGA-Not1 5´ATAAGAATGCGGCCGCTCACAGTTGTGTCC3´
Tabla 6. Oligonucleótidos empleados para la construcción del pRS306-ORC4.
El resto de plásmidos derivados del pRS306-ORC4 (Tabla 3), fueron generados
mediante mutagénesis dirigida sobre el vector pRS306-ORC4 (los oligonucleótidos
empleados se pueden ver en la Tabla 4).
v. Construcción de estirpes de S. cerevisiae mutantes en ORC4.
a. Sustitución alélica en dos pasos.
Las estirpes mutantes de S. cerevisiae (Tabla 2) empleadas en esta Tesis
fueron generadas usando el procedimiento de sustitución alélica de genes en dos
pasos descrito por Scherer y Davis (1979). Mediante este método, un plásmido
YeP que contiene el alelo mutante es integrado primero en el locus de interés
originándose una duplicación génica, comprendiendo ésta una copia silvestre y la
otra mutante. Se utilizan estirpes auxotróficas para permitir la selección de las
colonias que han integrado el plásmido, que en nuestro caso son Ura- (Figura
16A).
En segundo lugar se induce la recombinación homóloga entre las dos copias del
gen produciéndose la escisión del plásmido y la pérdida de una de las dos copias
de la región duplicada (Figura 16B). Para inducir esta segunda recombinación
homóloga se recurrió a un medio selectivo sin uracilo y con ácido 5´fluoro-orótico
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(5-FOA) (SC-URA+5FOA). El producto del gen URA3 convierte el 5-FOA en 5-
fluorouracilo que es tóxico para la célula. Las células que recombinan sobreviven
y, dependiendo del lugar donde ocurra el entrecruzamiento, la copia escindida
corresponderá a la forma mutante del gen o la forma silvestre. Los genotipos
pueden ser distinguidos mediante diferencias en el fenotipo, análisis por
Southern-Blot o, como en nuestro caso, mediante ensayos de restricción, ya que
las mutaciones generaban o bien una diana para CfoI o para DdeI.
Las estirpes SCA004-SCA010 fueron obtenidas mediante electroporación de la
estirpe W303-1Aa con los vectores linearizados pRS306-ORC4, pRS306-orc4-
I184A, pRS306-orc4-L185A, pRS306-orc4-L186A, pRS306-orc4-L187A y pRS306-
orc4-L188A y la posterior selección de las colonias transformantes en medio SC-
URA.
Para conseguir las estirpes SCA011-SCA015, se indujo una segunda
recombinación empleando para ello un medio SC-URA+FOA. De esta manera se
seleccionaron solamente aquellas colonias que habían sufrido una segunda
recombinación. Para diferenciar las colonias que poseían el gen con las
mutaciones frente a las que conservaban el gen silvestre, gen ORC4 fue
amplificado por PCR con los oligonucleótidos ORC4up y ORC4do (Tabla 5). A
continuación, el producto de PCR se digirió con las enzimas CfoI, para las estirpes
SCA0012-14 y SCA016, o con DdeI para la estirpe SCA0015.
Nombre Secuencia (5´-3´)
ORC4up 5´CTCTCCTTTCTACCAGG3´
ORC4do 5´ATGCAAACAGGTACCCG3´
Tabla 7. Oligonucleótidos empleados para confirmar la generación de las estirpes SCA005-
SCA010.
Todas las colonias que se analizaron tras la inducción de una segunda
recombinación en la estirpe SCA005 y SCA006 resultaron poseer el alelo ORC4
silvestre.
b. Estirpes SCA016-SCA018.
Para generar las estirpes SCA016-SCA018 se electroporaron las cepas W303,
SCA012 y SCA013 con el plásmido pBB6 (Tabla 3). Los transformantes se
seleccionaron en un medio SC-URA, ya que pBB6 posee como marcador el gen
URA3.
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Figura 16. Sustitución alélica de genes en dos pasos, empleada para generar la estirpes mutantes
en S. cerevisiae. A) Integración del plásmido pRS306-ORC4 con las diferentes mutaciones puntuales en el
locus del gen ORC4, generándose una estirpe con una dotación génica doble: posee el gen ORC4 silvestre y el
mutante separados por el gen de selección URA3. B) Inducción de una segunda recombinación homóloga
entre el gen silvestre y el mutante mediante el uso de un medio selectivo SC con uracilo. La selección de
aquellas estirpes que han recombinado se realiza mediante el uso de 5-FOA.
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vi. Métodos relativos a proteínas.
a. Expresión y purificación de proteínas.
a.1 En E. coli.
a.1.1 Orc4p, Orc4-A5p y complejos Orc4p-DnaK.
La proteína silvestre His6-Orc4p, el mutante His6-Orc4-A5p y el complejo His6-
Orc4p-DnaK se purificaron tal y como se describe en Giraldo y Díaz Orejas
(2001). En resumen, el protocolo incluye sucesivamente cromatografía de afinidad
por níquel (Ni2+-IMAC), de intercambio catiónico (SP-Sepharosae) y aniónico (Q-
Sepharosae). Posteriormente se procedió a la concentración de las proteínas
purificadas en 0.15 M KCl, 20 mM HEPES pH 7.0, 1 mM βMeEtOH, 0.1 M EDTA y
10 % glicerol, mediante ultrafiltración en una célula Amicon (membrana PM-10).
La concentración molar de las proteínas (C) fue determinada mediante medidas
de absorción a 280 nm (A=ε.C.l), considerando coeficientes de extinción molares
(ε) de 50210 M-1.cm-1 (Orc4p) y 14650 M-1.cm-1 (DnaK) (calculados según:
http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam).
a.1.2 Expresión y purificación de los complejos binarios.
a.1.2.1 Expresión.
En primer lugar, experimentos piloto de expresión fueron realizados a escala de
10 ml de cultivo. Previamente los vectores derivados del pRG-rectac-NHis6,
portadores de ORC4 en su versión silvestre o mutante y cada una de las otras
subunidades de ORC o CDC6 (Tabla 3), habían sido transformados en la estirpe
BL21 (DE3) que contenía el plásmido auxiliar pRIL-LacI-LysS.
Las bacterias fueron crecidas en 2xTY con 100 µg/ml de ampicilina a 30 ºC. Y
cuando llegaron a una OD600 de 0.5 se indujeron con 0.25 mM de IPTG. Se
recogieron por duplicado alícuotas de 400 µl sin inducir y al cabo de 1, 2, 3 y 4 h
de inducción. Las muestras se centrifugaron y, tras desechar el sobrenadante, el
sedimento fue resuspendido en tampón de carga para proteínas SDS-PAGE 1X (10
mM Tris-HCl pH 6.8, 2 % SDS, 2 mM EDTA, 5 % glicerol y 0.1 mg/ml azul de
bromofenol).
Con fines preparativos, tanto las estirpes transformadas con los vectores
anteriormente citados como nuevas cepas que portaban los plásmidos con la
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versión fusionada a 10His (Tabla 3) fueron crecidas en 500 ml de 2xTY, con 100
µg/ml de ampicilina, a 30 ºC hasta alcanzar una OD600 de 0.5. Los cultivos se
indujeron entonces con 0.25 mM de IPTG y, tras 3 h con el inductor, se
centrifugaron durante 10 min a 8000 rpm. El sobrenadante fue eliminado y las
células se lavaron con 15 ml de 0.9 % de NaCl. Finalmente, fueron resuspendidas
a una relación peso/volumen (g/ml) de 1:3 en tampón de lisis :
Para los complejos entre His6-Orc4p/His6-Orc4-A5p y el resto de proteínas
del complejo ORC y Cdc6p, se utilizó 1 M KCl, 20 mM de imidazol, 20 mM de
HEPES, 0.5 % Brij58, 1 mM pNH2-benzamidina y 10 % de glicerol (pH 8.0).
Para los complejos entre His10-Orc4p/His10-orc4-A5p y el resto de proteínas
del complejo ORC y Cdc6p, se empleó 1 M KCl, 50 mM de imidazol, 0.5 % Brij58,
1 mM pNH2-benzamidina, 10 % de glicerol y, por cada 10 ml de disolución, una
pastilla de un cóctel de inhibidores de proteasas (Roche) (pH 8.0).
La suspensión se congeló a –80 ºC durante toda la noche y, al día siguiente, se
ultracentrifugó a 30000 rpm durante 45 min (rotor Beckman  60 Ti). El
sobrenadante (fracción lisada soluble) fue distribuido en alícuotas de 500 µl que
se guardaron a –70 ºC.
a.1.2.2 Purificación mediante cromatografía de afinidad Ni2+- IMAC.
Para purificar los complejos formados entre His6-Orc4p/His6-Orc4-A5p  y el
resto de proteínas del complejo ORC y Cdc6p se hicieron dos inyecciones
sucesivas de 500 µl de cada extracto de proteínas en una columna HiTrap
Chelating HP (5x1 ml), preactivada con NiCl2 y acoplada a un equipo ÅKTA basic-
10 (GE/Amersham). A continuación se lavó con 4 volúmenes de tampón 0.5 M
KCl, 20 mM de imidazol (pH 8.0). Sin embargo, a la hora de purificar los
complejos formados entre His10-Orc4p/His10-Orc4-A5p y las restantes proteínas
del complejo ORC y Cdc6p, la concentración de imidazol se incrementó hasta 50
mM.
A continuación se aplicó un gradiente con tampón B (0.5 M KCl, 400 mM de
imidazol; pH 8.0) en 10 ml para la purificación a través de la fusión 6His y en 8
ml para la realizada a través de 10His. Fracciones de 1 ml fueron recogidas y
guardadas a –20 ºC. Con el fin de concentrar las proteínas con vistas a su análisis
electroforético, a cada una de las fracciones obtenidas en la cromatografía le fue
añadido 1 µl de gel de sílice (StrataClean). Tras mezclar bien se centrifugó a
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máxima velocidad en una centrífuga de mesa. Se eliminó el sobrenadante y el
precipitado fue resuspendido en tampón de carga para proteínas SDS-PAGE (1X).
a.1.2.3 Purificación de His10Orc4p y del complejo His10Orc4p-Orc2p para
su posterior análisis mediante filtración en gel.
Para la purificación de la proteína His10-Orc4p y del complejo His10-Orc4p-
Orc2p, se crecieron 5 matraces de 2 l con 500 ml de 2xTY cada uno a 30 ºC,
hasta que los cultivos alcanzaron una OD de 0.5, momento en el que fueron
inducidos con 0.25 mM de IPTG durante 3 h. Los cultivos fueron procesados por
separado de la manera anteriormente citada. El sedimento del total de células se
resuspendió en 50 ml de tampón de lisis. Tras permanecer congeladas a –70 ºC
durante toda la noche, las células fueron lisadas tras transferirlas a temperatura
ambiente Los lisados fueron centrifugados a continuación a 30000 rpm durante 1h
a 4 ºC (Beckman 45 Ti ).
Los extractos proteicos se inyectaron a un flujo de 1 ml/min en una columna
HiTrap Chelating HP (5x5 ml) de 5 ml, previamente activada con 1 volumen de
columna de NiCl2 (10 g/l) y equilibrada con tampón A (0.5 M KCl, 50 mM imidazol
pH 8.0). Se lavó la columna con 4 volúmenes de columna de tampón A y la
proteína fue eluida con 100 % de tampón B (0.5 M KCl, 50 mM imidazol; pH 8.0).
Se recogió una única fracción de 8 ml que contenía Orc4p (o el complejo
Orc4p-Orc2p) y DnaK. Ésta fue concentrada hasta 4 ml en una célula Amicon
(membrana PM-50). Alícuotas de 500 µl de proteína fueron guardadas a –70 ºC.
b. Entrecruzamiento químico y digestión in vitro de complejos Orc4p-
DnaK.
Seis alícuotas de 20 µl de una disolución 10 µM de complejo Orc4p-DnaK
purificado, en 0.2 M de K2HPO4/KH2PO4 pH 7.0, fueron incubadas con 0.6 µl de
una solución 50 mM (en DMSO) del agente entrecruzante disuccinimidil glutarato
(DSG, Pierce) durante 30 min a temperatura ambiente. Las reacciones de
modificación fueron detenidas añadiendo un exceso de grupos-NH2 (2 µl de 1 M
Tris-HCl pH 8.0) y 6 µl de solución de carga SDS-PAGE 5x (25 mM Tris-HCl pH
6.8, 1% SDS, 10 mM EDTA, 25% glicerol, 0.5 mg/ml azul de bromofenol). Las
muestras fueron hervidas durante 3 min y resueltas en geles desnaturalizantes al
10 % de poliacrilamida (SDS-PAGE) según el sistema discontinuo descrito por
Laemmli (1970). Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie (0.1 % Brillant
Blue G-250, 1 % ácido acético glacial, 40 % metanol) y desteñidos mediante
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lavados en 20 % etanol, 8 % de ácido acético y, finalmente, en agua. Las bandas
correspondientes a Orc4p y a DnaK libres, así como diversas bandas de intensidad
débil pero detectables (≥0.1 µg/ml), presentes únicamente en las calles tratadas
con DSG y cuya masa molecular era ≥120 kDa (complejos Orc4p-DnaK y/o
dímeros Orc4p) fueron escindidas con una cuchilla.
La digestión proteolítica de los fragmentos de gel fue llevada a cabo tras
equilibrarlos en 100 µl de acetonitrilo puro durante 5 min (normalmente 2 veces),
con el fin de deshidratarlos, adquiriendo un aspecto blanquecino. Después fueron
cubiertos con 50 µl de 25 mM de NH4HCO3 pH 8.9 durante 5 min Tras añadir el
mismo volumen de acetronitrilo puro e incubar la mezcla durante otros 15 min, la
fase líquida fue retirada y los fragmentos de gel secados al vacío. Los tubos se
transfirieron a hielo y se añadieron 100 µl de una disolución 12.5 ng/ml de
tripsina bovina en NH4HCO3 frío. Los fragmentos fueron hidratados durante 45
min, tras lo cual se retiró la solución tríptica y se añadieron 50 µl de NH4HCO3. Las
muestras fueron incubadas a 37 ºC durante 16 h. La fase soluble de la digestión,
a la que habían difundido algunos de los péptidos de menor tamaño, se retiró y
fue guardada a –20 ºC. Los fragmentos de gel fueron extraídos tres veces con 50
µl de 0.5 % ácido trifluoroacético en acetonitrilo y otras tres con el mismo
volumen de acetonitrilo puro. Las muestras así obtenidas se juntaron en una sola
fracción y, tras ser evaporados hasta unos 50 µl finales, su composición peptídica
se analizó mediante espectrometría de masas MALDI-TOF.
c. Espectrometría de masas (MALDI-TOF)
En la técnica de espectrometría de masas MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization)–TOF (Time of Flight), a partir de una muestra en estado
sólido, se forman iones directamente por impacto sobre ella de los fotones
generados por un láser. Para ello, la muestra debe estar embebida en una matriz,
presente en gran exceso, formada por moléculas de pequeño tamaño cuyo
máximo de absorción está próximo a la longitud de onda de excitación (en
nuestro caso, un láser de nitrógeno de 337 nm). Los iones formados son
expulsados de la fuente iónica por el efecto de un campo eléctrico y son
separados en función de su relación masa/carga (m/z) durante su recorrido por el
analizador de tiempo de vuelo (TOF).
La matriz empleada fue el ácido α-ciano-4-hidroxicinámico, que se disolvió a
saturación en acetonitrilo: 0.1 % TFA (1:2), centrifugando a continuación durante
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unos segundos. La muestra se preparó mezclando directamente sobre el
portamuestras 0.5 µl de la mezcla purificada de Orc4p y DnaK con igual volumen
de la disolución saturada de la matriz, dejando secar al aire.
Las muestras se analizaron en el servicio de Espectrometría de Masas del CIB
en un equipo BIFLEX III (Bruker-Franzen Analytik), operado en el modo positivo y
calibrado externamente con una mezcla de angiotensina (m/z=1046.54) y ACTH
(m/z=2465.20) con ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (m/z=379) como matriz. Los
espectros se registraron en modo reflectron, sumando 100 acumulaciones para
cada experimento.
 La asignación de las masas específicas de cada uno de los espectros se realizó
mediante diversas herramientas bioinformáticas, como los programas FindPept y
P e p t i d e M a s s ,  d i s pon i b l e s  en  e l  s e r v i do r  Expasy
(www.expasy.ch/tools/#proteome). Mientras que con FindPept se predicen los
péptidos generados tras la tripsinización total de una proteína y sus masas
correspondientes, PeptideMass permite realizar digestiones “in sílico” con tripsina
dejando uno o más sitios sin cortar. La utilización de estos dos programas
permitió la identificación de la mayoría de los picos que aparecían en los
espectros. A continuación, y de manera manual, se procedió a la asignación de las
masas de los picos que quedaban por identificar, con el fin de determinar cuáles
se debían al entrecruzamiento de Orc4p y DnaK con el espaciador (Orc4p-Orc4p,
DnaK-DnaK y Orc4p-DnaK). Para ello se estimaron las masas de combinaciones
diferentes de aquellos péptidos que tenían en su secuencia al menos una lisina
interna sin cortar, a las que se sumó la masa del espaciador (98.1 Da)
proveniente de la reacción con el agente entrecruzante.
d. Dicroísmo Circular (DC)
Los estudios de Dicroísmo Circular (Schmid, 1997; Giraldo y col., 1998) se
realizaron en un espectropolarímetro Jasco-720 disponiendo 0.2 ml de proteína
Orc4p y Orc4-A5p, a una concentración de 10 µM en 0.2 M de K2HPO4/KH2PO4 pH
7.0, en una cubeta de cuarzo con un paso óptico de 0.1 cm.
Los espectros de DC fueron adquiridos a 5 ºC a longitudes de onda entre 260 y
295 nm (incrementos de 0.2 nm, velocidad de barrido 20 nm/min y una constante
de tiempo de 4 seg). Se promediaron 5 espectros por cada muestra y se restó el
espectro del tampón como blanco. Las medidas de elipticidad (en milésimas de
grado), transformadas a elipticidad molar por residuo (θMR, unidades:
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deg.cm2.dmol-1), se representaron usando el programa Kaleidagraph (Abelbeck
Software, versión 3.0.2 para Macintosh).
La estabilidad de las mismas muestras fue analizada a continuación mediante
experimentos de desnaturalización térmica (Pace y Scholtz, 1997). Con el objetivo
de evitar que las muestras se evaporaran al calentar la cubeta, fueron
previamente cubiertas con dos gotas de aceite mineral. La temperatura de la
célula se incrementó de 5 ºC a 90 ºC a una velocidad de 20 ºC por hora, y se
recogieron las variaciones de elipticidad a una longitud de onda de 220 nm. Los
datos fueron representados como θMR220 (deg.cm2.dmol-1) frente a T (ºC). Los
valores de temperatura de fusión (Tm1 y Tm2), correspondientes al 50% de
desplegamiento de los dos dominios de la proteína, se calcularon a través de un
ajuste no lineal de los puntos experimentales (www2.umdnj.edu/cdrwjweb).
Analizados diversos modelos termodinámicos, el mejor ajuste se obtuvo para una
transición entre tres estados (Irun y col., 2001).
e. Análisis del estado de disociación mediante filtración en gel
e.1 Orc4p y Orc4-A5p
Se inyectaron 200 µl de cada proteína (Orc4p y Orc4-A5p) a una concentración
de 3 µM en una columna Superdex-200 (HR-10/30) acoplada a un equipo FPLC
ÅKTA basic 10, con un flujo de 0.5 ml/min En la columna, previamente equilibrada
con 0.15 M KCl, 20 mM HEPES pH 7.65, 1 mM βMe-EtOH, 0.1 M EDTA, 0.01 %
CHAPS, 5 % glicerol, se inyectó también el polímero azul de dextrano y proteínas
estándar de peso molecular conocido.
e.2 Complejo Orc4p-Orc2p y Orc4p
500 µl del complejo Orc4p-Orc2p y de Orc4p fueron inyectados en la misma
columna a un flujo de 0.4 ml/min La columna se equilibró previamente con 1 M
KCl, 25 mM HEPES pH 7.5, 10% glicerol.
f. Inmunodetección de las proteínas
Todas las proteínas se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE (10 % ó
7.5 % de poliacrilamida). En todos los casos se hicieron los geles por duplicado:
uno se tiñó con azul de Coomassie y el otro se transfirió a una membrana de
PVDF (Sequi-Blot, 0.2 mm), durante 2 h a 10 V, en 25 mM Tris, 192 mM glicina,
0.1 % SDS, 20 % metanol. Las membranas fueron bloquedas durante toda la
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noche a 4 ºC con solución de bloqueo: 5 % de leche desnatada en polvo en TTBS
(137 mM NaCl, 20mM Tris pH 7.5, 0.05 % Tween-20). Para la inmunodetección se
hicieron diluciones de los anticuerpos en TTBS. Las membranas fueron incubadas
durante 2 h con el anticuerpo primario y 1 h con el secundario: anti-ratón IgG
conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) o anti-conejo IgG HRP. Los complejos
antígeno-anticuerpo fueron visualizados mediante quimioluminiscencia
(GE/Amersham ECL-plus)
vii. Métodos para el estudio del efecto de la mutación IL4A5 en
Orc4p in vivo.
a. Diluciones seriadas en placa
Se sembraron en placas de YPAD gotas de 5 µl de diluciones seriadas (105-101)
de un cultivo saturado a temperatura ambiente. Las placas fueron incubadas a 25
ºC durante 48 h, o a 30 ºC/37 ºC durante 24h.
b. Crecimiento y sincronización de las células.
Se creció 25 ml de cultivo en YPAD a pH 3.9 hasta que alcanzó una O.D600 de
aproximadamente 0.4 (3x106 células/ml). A continuación se le añadió durante 1 h
factor-α a una concentración de 5 µg/ml. Después de observar las células al
microscopio, se vio que únicamente el 50 % de las células estaban sincronizadas
en fase G1. Se les volvió a añadir la misma cantidad de factor-α y pasada otra
hora, el porcentaje de células sincronizadas en G1 ascendía hasta el 90 %. El
cultivo se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min a 10 ºC y a continuación las
células fueron resuspendidas en 50 ml de agua destilada fría y transferidas a 3 l
de YPAD pH 6.8 (previamente precalentado a 37 ºC). Los cultivos se crecieron a
37 ºC y se recogieron alícuotas de 200 µl a tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105
y 120 min que fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min a 10 ºC. Las
células sedimentadas fueron lavadas con 35 ml de agua destilada fría, se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a 10 ºC y finalmente se guardaron a
–20 ºC.
c. Análisis de las células mediante citometría de flujo.
107 células fueron fijadas en 1 ml de etanol al 70 %. A continuación 50 µl de
muestra fijada (5x106 células) fueron lavados con 3 ml de 50 mM de citrato tri-
sódico y resuspendidos en 500 µl de dicho tampón con 0.25 mg/ml de RNasa A.
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Se dejó incubando en esta solución a 37 ºC durante toda la noche y al día
siguiente las células fueron recogidas por centrifugación. Tras descartar el
sobrenadante, el sedimento de células se resuspendió en 500 µl de 50 mM de
citrato de sodio que fue pasado a un tubo de citómetro. Se añadió 500 µl del
mismo tampón suplementado con 5 µg/ml de ioduro de propidio y se dejó
incubando en la oscuridad durante 30 min. A continuación las muestras fueron
sonicadas durante 10 s y finalmente procesadas en el Servicio de Citometría de
Flujo del CIB, usando un separador modelo FACS Vantage (Becton Dickinson).
d. Análisis de los intermediarios de replicación mediante electroforesis
bidimensional en geles de agarosa
La electroforesis bidimensional en geles de agarosa es una técnica que se basa
en que no sólo el tamaño del ADN afecta a su movilidad electroforética, sino que
la forma que éste adopta también influye. Este sistema fue aplicado por Brewer y
Fangman (1987) para el estudio de intermediarios de replicación, analizando el
ADN tras digerirlo de forma específica con un enzima de restricción. La muestra
así tratada se somete a una primera electroforesis a baja concentración de
agarosa y en condiciones de voltaje reducido. De este manera sólo el tamaño de
los diferentes fragmentos de restricción y no su morfología intervienen en la
separación. En la segunda dimensión, las condiciones de electroforesis son
diferentes con el objetivo de favorecer una separación de los fragmentos
dependiente de su forma y no de su tamaño (Figura 17). Para ello se emplea una
elevada concentración de agarosa, se aplica alto voltaje y se incluye la presencia
de un agente intercalante como es el bromuro de etidio.
El ADN separado finalmente es transferido e hibridado con una sonda específica
para el fragmento cuya replicación se está analizando. La Figura 17 muestra los
patrones básicos de migración que puede adquirir un fragmento de ADN que está
replicándose después de someterlo a ambas separaciones electroforéticas:
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Figura 17. Esquema básico (modificado del publicado por Brewer y Fangman [1987]) de los
diferentes patrones mostrados por un fragmento de ADN replicándose cuando es analizado
mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa. La Figura muestra los patrones esperados
de migración de tres tipos diferentes de intermediarios replicativos (IRs) (A: “Y” cuando el fragmento es
replicado por una horquilla que lo recorre de un extremo a otro, en verde; B: “burbuja”, si el fragmento
contiene un origen de replicación, en rojo y si el fragmento es replicado por dos horquillas convergentes se
genera el patrón de “Y doble” observable en C, en azul) en geles bidimensionales de agarosa. La línea negra
muestra la localización de moléculas de ADN lineares de diferentes tamaños. Sobre cada uno de los perfiles
de migración se muestran los dibujos de los IRs generados tras el desplazamiento de diferentes orígenes de
replicación en fragmentos de restricción de 1kpb de longitud.
En esta Tesis, se ha analizado la replicación del plásmido pBB6, introducido en
la estirpe W303-1Aa y en las estirpes SCA0012 y SCA0013. El plásmido se digirió
con BglI, que lo lineariza y genera fragmentos ARS1 y URA3 con un tamaño
superior a 3.5 kpb. Para analizar dichos fragmentos la primera dimensión se
desarrolló en agarosa al 0.4 % en 1X TBE (0.089 M Tris-Base, 0.089 Ácido Bórico,
0.002 M EDTA) a temperatura ambiente y a 0.6 V/cm, durante 40 h. La segunda
dimensión se realizó en presencia de bromuro de etidio a 0.3 mg/ml en agarosa al
1 % en 1X TBE a 4 ºC y a 5 V/cm durante 8 h.
d.1 Transferencia, marcaje e hibridación del ADN separado en geles de
agarosa.
Tras la electroforesis, los geles se trataron primero, durante 15 min, con 0.25
M de ácido clorhídrico y después se lavaron con agua destilada. El ADN se
transfirió por capilaridad a una membrana de nylon (Zeta Probe, Bio-Rad) en una
solución 0.4 N de hidróxido sódico.
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La sonda empleada en este trabajo fue el vector pUC18 digerido con EcoRI.
Para marcarla radiactivamentese empleó la técnica de random primer extensión,
utilizando el kit Ready-to-Go y 40 µCi del precursor radiactivo [α-32P]-dCTP. Los
dNTPs no incorporados se eliminaron mediante cromatografía en una columna
Sephadex G-50.
Las membranas a las que se había transferido el ADN se incubaron durante 15
min a 65 ºC con una solución de prehibridación compuesta por (2X) SSPE (360
mM NaCl, 20 mM Na2HPO4., 2 mM EDTA), 0.5 % de leche desnatada en polvo, 10
% sulfato de dextrano, 1 % SDS, 0.5 mg/ml de ADN de esperma de salmón
(previamente sonicado y desnaturalizado). A continuación se les añadió la sonda
marcada y desnaturalizada (1x106 cpm/ml) y se mantuvieron en esta solución de
hibridación durante 16 h a 65 ºC. Las membranas se lavaron con 2X SSC (1X
SSC= 0.15 M NaCl, 15 mM citrato sódico·2H2O)/0.1 % SDS y 0.5X SSC/0.1% SDS
a 65 ºC y durante 15 min Finalmente se realizó un último lavado durante 15 min
y a temperatura ambiente con 0.1 % SSC, 0.1 % SDS. La hibridación se visualizó
mediante autorradiografía.
VI. Resultados
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Identificación en Orc4p de una región hidrofóbica reconocida por
DnaK (Hsp70): el motivo IL4.
Proteómica de la interacción Orc4p-DnaK.
En un trabajo previo del laboratorio se había descrito la interacción de Orc4p de
S. cerevisiae con proteínas de la familia Hsp70 (DnaK tras su expresión en E. coli
y alguna de las chaperonas homólogas codificadas por los genes SSA/SSB en S.
cerevisiae) (Giraldo y Díaz-Orejas, 2001). Dichos experimentos fueron el punto de
partida para la realización de esta Tesis, pues nos propusimos como primer
objetivo establecer qué superficies en Orc4p y DnaK se encuentran próximas o en
contacto en dicho complejo.
La decisión de estudiar el complejo heterólogo Orc4p-DnaK, en vez de aquél
que se forma en la levadura in vivo, se basa en que mientras en E. coli hay una
única Hsp70, en S. cerevisiae la existencia de múltiples genes HSP70 (unos 15
parálogos), cuyos productos presentan una localización citoplasmática/nuclear,
dificulta la purificación a homogeneidad de un único complejo (Ho y col., 2002;
Gavin y col., 2002; Gavin y col., 2006; Krogan y col., 2006).
Se sobreexpresó Orc4p en E. coli y se copurificó en grandes cantidades el
complejo formado entre Orc4p y la chaperona DnaK (Hsp70) tal y como había
sido realizado previamente por Giraldo y Díaz Orejas (2001). Para poder definir
las zonas de contacto aproximadas entre dichas proteínas se procedió a intentar
su entrecruzamiento químico con disuccinimidil glutarato (DSG), un reactivo
bifuncional para grupos amino libre. Los complejos ScOrc4p-DnaK entrecruzados
fueron resueltos mediante SDS-PAGE (Figura 18A), se tripsinizaron en el gel y
fueron caracterizados mediante espectrometría de masas (MS) MALDI-TOF
(Figura 18B). De las seis bandas que aparecieron con menor movilidad
electroforética que Orc4p y DnaK libres, se analizó el espectro correspondiente a
la banda 4, por tener la movilidad esperada para los homo/heterodímeros de
ambas proteínas (120-140 kDa). En ella aparecieron cuatro especies (DSG 1-4)
cuyas masas no se correspondían ni con DnaK ni con Orc4p y que fueron
identificadas como péptidos asociados a DSG. Mientras que la masa de DSG1 se
corresponde con el entrecruzamiento de dos moléculas de Orc4p, y el pico DSG2 a
dos moléculas de DnaK, DSG3 y DSG4 son el resultado del entrecruzamiento de
una molécula de Orc4p con otra de DnaK (Figura 18C).
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Figura 18. Entrecruzamiento (DSG) in vitro de complejos Orc4p-DnaK: Aproximación proteómica
para identificar superficies próximas (o en contacto) entre proteínas. A) SDS-PAGE mostrando el
complejo co-purificado Orc4p-DnaK y especies (1-6) de movilidad reducida en presencia de DSG. El asterisco
señala la banda 4, cuya masa es compatible con complejos homo/heterodiméricos. B) Espectrometría de
masas de los péptidos generados a partir de las bandas indicadas (flecha con punta blanca). En el espectro de
la banda 4 se observan cuatro picos DSG1-4 (verde) que no aparecen en los otros dos espectros (Orc4p, en
azul y DnaK, en rojo). C) Identificación de los cuatro péptidos entrecruzados localizados en la banda 4,
incluyendo el espaciador de cinco átomos de carbono resultante de la interacción del DSG con los grupos ε-
NH2 de dos lisinas. Los colores empleados en la figura identifican los fragmentos procedentes de DnaK (rojo)
y de Orc4p (azul/celeste).
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Predicción de regiones en Orc4p potencialmente reconocibles por
DnaK.
Posteriormente, se modeló la estructura de ScOrc4p sobre la de su proteína
ortóloga Orc1/Cdc6 de Pyrobaculum aerophylum (Liu y col., 2000) cuya
estructura cristalográfica ya había sido resuelta. Para ello utilizó el servidor Swiss
Mode l  (http://swissmodel.expasy.org/workspace/) eligiendo el modelo con
mejores estadísticas estructurales entre los generados basados en alineamientos
de secuencia alternativos, realizados mediante Clustal-X (Thompson y col., 1997).
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Figura 19. Análisis de la estructura y la secuencia de Orc4p. A) Modelado de la estructura de Orc4p
sobre la de su ortólogo Orc1/Cdc6 de Pirobaculum aerophylum (Liu y col., 2000), realizado mediante el
servidor Swiss Model. El dominio AAA+ (N-terminal) está coloreado de verde y el WH de naranja (C-terminal).
Las regiones de Orc4p cuya estructura es ambigua se pueden observar en rojo y las que no están presentes
en PaOrc1/Cdc6 han sido eliminadas (línea discontinua roja). Los péptidos entrecruzados con DnaK
identificados mediante espectrometría de masas (Figura 18C) están en colores azul y celeste.
Resultados
62
En el modelo resultante, (Figura 19) se observa que la secuencia identificada
mediante espectrometría de masas (DSG3) 418MIKAI422 (Figura 19, celeste) se
localiza en el dominio Winged-Helix (WH); en cambio, la otra secuencia
identificada (DSG4) 184ILLLLDSTTKTR195, se sitúa en el dominio AAA+ en una zona
que se predice expuesta al medio, facilitando por tanto su posible unión a la
chaperona y/o otra/s proteínas (Figura 19, azul).
Un trabajo clásico del grupo de Bukau (Rudiger y col., 1997) describe la
especificidad de sustrato de la chaperona DnaK, desarrollando un algoritmo que
permite predecir la energía libre de unión entre dicha chaperona y sus péptidos
diana en cualquier proteína. Mediante el estudio de la unión de DnaK a más de
4000 péptidos inmovilizados en una membrana de celulosa, rastrearon las
secuencias de treinta y siete proteínas cuya unión a Hsp70 tiene una relevancia
biológica e identificaron en ellas los sitios de unión preferente a DnaK. Estos
motivos de unión consisten en un núcleo hidrofóbico de 4 ó 5 residuos,
enriquecido especialmente en Leu, pero también en Ile, Val, Phe y Tyr, flanqueado
por residuos básicos. La contribución energética de los 20 aminoácidos a la unión
de DnaK fue determinada pues de manera experimental.
En el laboratorio, empleamos dicho algoritmo para predecir los posibles sitios
de unión de Orc4p a DnaK (Figura 20). De entre las diversas regiones predichas
por el mismo, una de ellas, que denominamos IL4, (181FEKILLLLDSTTK193) solapa
con una de las identificadas mediante espectrometría de masas (DSG4:
184ILLLLDSTTKTR195). No sólo es significativo que, en términos absolutos, IL4
presente la variación en la energía libre de unión mayor (más negativa; ΔΔG=-
16.37 kJ/mol) de entre las descritas hasta la fecha para proteínas que se unen a
esta familia de chaperonas (Figura 20, línea azul continua), sino que además, el
hecho de localizarse en una hélice hidrofóbica expuesta al solvente (Figura 19),
sugiere la posibilidad de que dicha secuencia sea el principal sitio de unión de
Orc4p a DnaK. No obstante, hay otras regiones en Orc4p con ΔΔG también
negativas y, por lo tanto, con potencial de interacción con Hsp70. Una de estas
regiones (414EYEMIKAINSRI426, ΔΔG=-3.19 kJ/mol) (Figura 20, línea celeste) fue
igualmente identificada en los experimentos de entrecruzamiento y posterior
análisis mediante espectrometría de masas (DSG2: 418MIKAINSR425). Dicha región
es la que en el modelado de Orc4p es localizada dentro del dominio WH.
Tras la identificación del motivo hidrofóbico IL4 en Orc4p, nos propusimos como
hipótesis de trabajo que la interacción entre Orc4p y DnaK apantallaría esta
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región de Orc4p, evitando así la agregación de ésta, como paso intermedio en su
ensamblaje con las demás subunidades del complejo u otros factores de
replicación.
Figura 20. Predicción de la energía libre de interacción (ΔΔG) entre DnaK y Orc4p. Para ello se
empleó el algoritmo descrito por Rudiger y col. (1 9 9 7 )  ( h t t p : / /www .b i j v o e t -
center.nl/cpc/chaperones_substrates/DnaKbinding). Los motivos de secuencia con menor energía libre de
interacción se encuentran enmarcados en rectángulos, sobre ellos aparece la ΔΔG calculada. Las líneas de
puntos encierran los dos dominios presentes en Orc4p: AAA+ (N-terminal, verde) y WH (C-terminal, naranja).
La mutación A5 (rojo) que sustituye a los residuos IL4, provoca un drástico incremento del valor de ΔΔG
predicho.
Con el fin de alterar esta interacción disminuyéndola, lo que se hizo fue
cambiar los cinco residuos del motivo IL4 por alaninas, mediante mutagénesis
dirigida. Se eligieron alaninas con el objetivo de disminuir la hidrofobicidad del
motivo y porque se acomodan muy bien en cualquier elemento de estructura
secundaria. Se volvió a emplear el mismo algoritmo para ver cuál era la variación
predicha en la energía libre de unión a la chaperona para el mutante quíntuple,
resultando un aumento desde –16 kJ/mol a +4 kJ /mol (Figura 20), lo que
sugiere que, tal y como se pretendía, la interacción entre Orc4p y DnaK a través
del motivo IL4 se vería anulada en el mutante.
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Para comprobar si la mutación IL4A5 alteraba significativamente la estructura
de Orc4p se recurrió a la espectroscopía de Dicroísmo Circular (DC) en el UV
lejano, que permite obtener una estimación acerca del contenido en estructura
secundaria de proteínas purificadas. Los espectros de proteínas cuya estructura
secundaria mayoritaria son hélices α, presentan un doble mínimo de elipticidad (θ)
a 208 y 222 nm, y un máximo a 190; mientras que las proteínas con gran
contenido en láminas β muestran espectros con un mínimo ensanchado en torno a
215 nm y un máximo a 200 nm. En un segundo tipo de experimentos, la variación
de la θ con la temperatura proporciona información acerca de la estabilidad
estructural de las proteínas estudiadas.
Los espectros de DC (Figura 21A) de estas proteínas tienen una forma muy
similar, lo que nos indica que sus estructuras secundarias promedio son muy
parecidas, siendo el contenido en hélices α el predominante. Estos datos
concuerdan con los resultados del modelado de Orc4p sobre PaCdc6 (Figura 19),
que nos muestran una estructura formada en su mayoría por hélices α.
Para profundizar en la interpretación de los espectros mencionados antes, éstos
se  ana l i zaron  med iante  e l  a lgor i tmo K2D (www.embl -
heidelberg.de/~andrade/K2d.html) (Andrade y col., 1993) que permite hacer una
deconvolución del espectro de DC en sus componentes de estructura secundaria
(hélices α, láminas β y segmentos sin estructura secundaria definida). Los análisis
K2D confirman la similitud de los dos espectros, obteniéndose el mismo
porcentaje de componentes de estructura secundaria para ambas proteínas: 37 %
hélices α y 26 % láminas β (Figura 21A).
Los perfiles de desnaturalización térmica se adquirieron para ambas proteínas
(Orc4p y Orc4-A5p) midiendo la variación de elipticidad a 222 nm al aumentar la
temperatura. Se obtuvieron dos valores de Tm (temperatura a la cual el 50 % de
la proteína está desnaturalizada), correspondientes a dos transiciones térmicas
que pueden ser asignadas a los dos dominios de la proteína: AAA+ y Winged Helix
(WH). Los valores de Tm son muy similares para ambas proteínas (Figura 21B)
lo que indica que las mutaciones introducidas en Orc4p-IL4 no afectan a su
estabilidad térmica.
Resultados
65
Figura 21. Estudio comparado de las estructuras de Orc4p y Orc4-A5p mediante espectroscopía
de Dicroísmo Circular (DC). A) El espectro de DC (260-195 nm) fue adquirido a 5 ºC para las proteínas a
una concentración de 10 µM y se representa en unidades de elipticidad molar por residuo: θM R
(deg.cm2.dmol-1). Las proteínas Orc4p silvestre e IL4A5 purificadas y el marcador de peso molecular (ST) se
analizaron en un gel SDS-PAGE (imagen inserta). Deconvolución de los espectros en sus componentes de
estructura secundaria mediante el algoritmo K2D (Andrade y col., 1993) (tabla inserta) de la proteína
silvestre (Orc4p) y de la proteína mutante (Orc4-A5p). En B) se representan las curvas de desnaturalización
térmica (20-80 ºC) de las mismas muestras estudiadas en (A), midiendo la evolución de la elipticidad a 220
nm (contenido en hélices α). Los datos se representaron como θMR222 (deg.cm2.dmol-1) frente a temperatura
(ºC). Se muestran los valores de Tm para las dos transiciones observadas (tabla inserta).
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La mutación IL4A5 produce un cambio en el estado de asociación
de Orc4p
La migración de una proteína a través de una columna de filtración en gel
depende tanto de su masa (por tanto, de su estado de agregación) como de su
forma. Gracias a la utilización de proteínas globulares de masa conocida cuyos
volúmenes de elución están estandarizados, es posible estimar el estado de
asociación de una proteína dada.
Para el caso de Orc4p y Orc4-A5p, que se inyectaron en una columna Superdex
200 (10/30), los perfiles de elución (Figura 22) muestran que la mutación en el
motivo IL4 provoca una disminución en la agregación de la proteína, al reducirse
sensiblemente el hombro que eluye a < 11 ml, presentando un pico mayoritario
común a ambas proteínas a (Ve ≈12 ml), asignado a dímeros de las mismas.
Figura 22. Filtración en gel: perfiles de elución de Orc4p y Orc4-A5p. Análisis de filtración en gel
mediante FPLC. Las muestras, a una concentración de 3 µM, se inyectaron a un flujo de 0.5 ml/min en una
columna Superdex 200 (HR-10/30) a temperatura ambiente. Se monitorizaron los perfiles de elución de las
muestras a una densidad óptica de 230 nm. Vo es el volumen de exclusión de la columna y Ve es el volumen
de elución de las muestras inyectadas. Se representan en la parte superior de la gráfica el perfil de elución del
azul de dextrano (Vo= 7.19 ml) y diversas proteínas de peso molecular estándar (kDa): tiroglobulina (669),
ferritina (440), alcohol deshidrogenasa (158), albúmina de suero bovino (67), ovoalbúmina (43), anhidrasa
carbónica (25) y citocromo C (14).
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*Mediante un análisis proteómico y bioinformático del complejo formado
entre Orc4p-DnaK se ha encontrado en el dominio AAA+ de Orc4p una
secuencia hidrofóbica (IL4: residuos 184-188) que es la diana principal de
estas chaperonas. La mutagénesis dirigida empleada para sustituir el
motivo IL4 por 5 alaninas revela que, si bien la mutación no altera la
estructura de Orc4p, sí que disminuye el estado de agregación de la
misma.
 (*) Al finalizar cada apartado de resultados aparecerá en cursiva un pequeño resumen destacando la
información más relevante que se extrae del mismo.
Estudio del efecto de la mutación IL4A5 en la interacción entre
Orc4p y las otras subunidades del complejo ORC (Orc1,2,3,5p) y
Cdc6p.
Con el fin de estudiar las interacciones que se establecen para la formación del
complejo ORC y para ver si las mismas se veían afectadas por la mutación en IL4,
se diseñó una colección de vectores de expresión a partir de pRG-rectac-NHis6-
ORC4 y el pRG-rectac-NHis6-orc4-A5 que nos permitió expresar los genes de las
subunidades de ORC y Cd6p clonados en ellos en forma de operón bicistrónico. A
continuación del gen ORC4/orc4-A5 fueron clonados los genes ORC1/2/3/5 y el
gen CDC6 (la Figura 23 muestra los vectores linearizados con el enzima de
restricción SacII). Cada uno de los genes fue amplificado por PCR lo que permitió
añadirles sea en el extremo 5´ o bien en el 3´ la secuencia codificante para
diferentes epítopos reconocidos por anticuerpos monoclonales: HSV-ORC1, c-Myc-
ORC2 , ORC3-HA, ORC5-T7 y HSV-CDC6 . Dichos péptidos no afectan al
ensamblaje entre subunidades (Chastain y col., 2004) y resultan útiles para su
posterior inmunodetección.
Figura 23. Clonación de las subunidades de Orc4p y Cdc6p en E. coli como operón bicistrónico.
Vectores linearizados con SacII y separados en un gel de agarosa al 0.8 % en 0.5X TBE. Los vectores que
llevan el gen ORC4 silvestre están marcados en azul, y los que portan el gen orc4-A5 en rojo. En ambos
extremos se colocó el marcador de peso molecular λxHindIII (MW).
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Los niveles de expresión de cada una de las subunidades de ORC
(Orc1/2/3/4/5p) y Cdc6p fueron comprobados mediante Western-Blot y se pudo
establecer que 3 h de inducción con IPTG eran suficientes para obtener cantidades
adecuadas para el análisis bioquímico de los complejos (Figura 24).
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Figura 24. Inducción y expresión de Orc1-5p y Cdc6p. Se indujeron 10 ml de cada cultivo y, a
diferentes tiempos (1 a 4 horas), se tomaron muestras con el objeto de determinar cuál era el tiempo óptimo
de expresión, valorado mediante Western-Blot con anticuerpos específicos para las etiquetas de cada
subunidad (columna de la izquierda): A) Orc4p expresado a la par que Orc1/2/3/5p y Cdc6p; B) Orc4-A5p
combinado con Orc1/2/3/5p y Cdc6p.
Los diferentes subcomplejos se purificaron a continuación mediante
cromatografía de afinidad Ni-IMAC en un sistema ÅKTA Basic-10. Las proteínas
Orc4p y Orc4-A5p poseen en su extremo N-terminal una extensión de 6 histidinas
que les permite unirse a una columna de afinidad por níquel. Esta aproximación
metodológica nos permitió comprobar si alguna de las subunidades de ORC o
Cdc6p interaccionan directamente con Orc4p y si dicha interacción se ve alterada
por las mutaciones. Se hicieron inyecciones de 500 µl de muestra en la columna y
se aplicó un gradiente desde 20 mM a 400 mM de imidazol en 0.5 M de KCl. Las
fracciones correspondientes a los picos de elución fueron recogidas manualmente,
se concentraron y finalmente fueron analizadas mediante electroforesis SDS-
PAGE. Con ese fin se corrieron dos geles en paralelo, uno que se tiñó con azul de
Coomassie y el otro que se transfirió a una membrana de PVDF. Cada membrana
fue incubada con su anticuerpo correspondiente para detectar la proteína
expresada junto a Orc4p y Orc4-A5p.
Los resultados obtenidos no fueron los deseados (datos no mostrados), ya que
el péptido de 6 histidinas no se unía con la suficiente afinidad a la columna, por lo
que se tuvo que emplear un tampón de unión y lavado con una concentración de
imidazol muy baja (20 mM). Esto provocaba que no sólo la proteína Orc4p se
uniera a la columna, sino que también otras proteínas bacterianas del lisado total
quedasen retenidas.
Se abordaron pues otras estrategias de purificación. En primer lugar se
intentaron purificar los complejos empleando un anticuerpo policlonal frente a la
proteína His6-Orc4p, obtenido en el laboratorio. Este anticuerpo había sido
probado para Western-blot dando un resultado positivo, pero cuando se ensayó
para inmunoprecipitar la proteína His6-Orc4p se vio que no lo hacía con suficiente
afinidad y especificidad. Decidimos entonces construir una proteína de fusión
Glutation-S-Transferasa (GST) situada entre el epítopo His6 y Orc4p. La proteína
GST fue clonada en la batería de vectores bicistrónicos en sus versiones con ORC4
silvestre y mutante. Se volvieron a expresar todas las proteínas y los complejos
dobles fueron purificados mediante una columna GSTrap  FF (1 ml, de
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GE/Amersham). Cuando se analizaron las fracciones eluídas, se observó que la
proteína Orc4p se degradaba de manera variable dependiendo de qué complejo
estuviéramos analizando (datos no mostrados), por lo que este procedimiento de
purificación fue descartado.
Tras estos tres intentos fallidos, decidimos cambiar el epítopo de 6 histidinas
por otro de 10. Para ello, se construyó un adaptador con dos oligonucleótidos
complementarios que poseían en sus extremos los sitios de corte generados por
las enzimas de restricción NcoI y SacII y, en su parte central, la secuencia
codificante para las 10 histidinas. Se introdujo en los vectores pRG-rectac-NHis6-
Orc4 y pRG-rectac-NHis6-orc4-A5 previamente digeridos con NcoI y SacII.
Una vez más se abordó la purificación de los subcomplejos mediante
cromatografía de afinidad Ni-IMAC. Se introdujo una modificación en el tampón de
lisis y en el de equilibrado, unión y lavado de columna, aumentando la
concentración de imidazol de 20 mM a 50 mM. Estas nuevas condiciones no sólo
eran óptimas para que Orc4p se uniera a la columna, sino que permitían un
lavado más eficiente de la misma, impidiendo las uniones inespecíficas que se
obtenían cuando empleábamos el tampón con 20 mM de imidazol (Figura 25).
Para eluir los complejos, se aplicó un gradiente de 8 ml de imidazol (de 50 mM a
400 mM) en 1M KCl. Se obtuvieron dos picos bien separados, que se recogieron
en fracciones de 1 ml, se concentraron y se analizaron mediante electroforesis
SDS-PAGE. Al igual que en experimentos anteriores, se corrieron dos geles en
paralelo: uno se tiñó con azul de Coomassie y otro se transfirió a una membrana
de PVDF (Figura 25) para su posterior análisis mediante Western-blot.
Figura 25. Determinación de las interacciones binarias entre His10-Orc4p/ His10-Orc4-A5p y las
subunidades de ORC (Orc1/2/3/5p) o Cdc6p. La figura muestra los perfiles de elución de la proteína
His10-Orc4p (WT, azul) y de la proteína mutante His10-Orc4-A5p (A5, rojo) (A), o coexpresada con el resto de
subunidades del complejo (Orc1/2/3/5p) (B-E) o Cdc6p (F). Se muestran geles SDS-PAGE de los lisados
solubles cargados en la columna (L) y las fracciones eluídas en el segundo pico (I-III). Mientras que las
puntas de flecha señalan a His10-Orc4p, los asteriscos marcan la posición de las subunidades que copurifican
con Orc4p. Debajo de los geles teñidos con azul de Coomassie se muestran los Western-blots frente a
etiquetas específicas de cada una de las subunidades coexpresadas con Orc4p (α -[anti]-VSV/Orc1p, α-
cMyc/Orc2p, α-HA/Orc3p, α-T7/Orc5p y α-HSV/Cdc6p), frente a His10Orc4p/His10Orc4-A5p (α-His) y DnaK (α-
DnaK).
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Mediante estos ensayos, se observó que Orc3p, independientemente de la
presencia o no de la mutación IL4A5, no copurifica con Orc4p (Figura 25D) y
que Cdc6p se proteolizaba en gran medida (dato no mostrado) y apenas
colocaliza con Orc4p (Figura 25F). El dato más relevante es que Orc2p es la
única subunidad del complejo que muestra una clara disociación de Orc4p en
presencia de la mutación A5 (Figura 25C). Como Orc4p se sobreexpresa en
grandes niveles, muy por encima del resto de subunidades, esto favorece, en
términos de energía libre de unión, su interacción con éstas. Por lo tanto,
podemos estar razonablemente seguros de que la mutación IL4A5 en Orc4p
realmente anula la interacción de dicha proteína con Orc2p.
El resto de subunidades, Orc1p y Orc5p (Figura 25B y E), interaccionan
fuertemente con Orc4p, como previamente había sido descrito in vivo mediante
ensayos de doble híbrido (Matsuda y col., 2007), independientemente de la
presencia o no de la mutación.
Se comprobó si DnaK copurificaba con los complejos binarios mediante la
detección de la chaperona con un anticuerpo policlonal de conejo en las mismas
membranas en las cuales se habían realizado los Western-blots frente a las
subunidades del complejo ORC. En casi todos los casos se puede observar que la
interacción con DnaK disminuye cuando la proteína Orc4-A5p está presente
(Figura 25A, C-F). En cambio, cuando se purifica el complejo formado entre
Orc4p-Orc1p la presencia de la mutación provoca un aumento en la cantidad de
DnaK (Figura 25B)
La coexpresión en E. coli de Orc4p junto a Orc1,2,3,5p y Cdc6p indica que
la proteína Orc4p silvestre no interacciona con Orc3p y sí lo hace con
Orc1p/Orc2p/Orc5p y, más débilmente, con Cdc6p. Sin embargo, aunque
la proteína mutante Orc4-A5p muestra un patrón muy similar de
interacción entre las subunidades de ORC y Cdc6p, la mutación IL4A5
anula completamente la interacción con Orc2p. En cuanto a la asociación
de DnaK con cada complejo binario, cuando el mutante A5 está presente
existe una reducción neta en los niveles de chaperona unida.
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Orc2p interacciona con Orc4p desplazando la interacción de ésta
con la chaperona Hsp70 (DnaK).
Debido a que el complejo formado entre Orc4p-Orc2p era el más sensible a la
mutación IL4A5, se decidió estudiar dicha interacción en términos de su
estabilidad hidrodinámica y de la estequiometría entre subunidades, empleando
para ello un análisis de filtración en gel (Figura 26). Se compararon los perfiles
de elución de la proteína Orc4p sobreexpresada en E. coli, sola o junto con Orc2p
(Figura 26A). Las proteínas de las fracciones eluídas por un lado se tiñeron con
azul de Coomassie y por otro se analizaron mediante ensayos de Western-blot
empleando anticuerpos frente al epítopo de histidinas, para la inmunodetección de
Orc4p, frente a c-Myc para Orc2p y frente a DnaK (Figura 26B y C).
Se observó que mientras que ensamblajes oligoméricos de Orc4p-Orc2p eluyen
con el volumen de exclusión de la columna, heterotetrámeros Orc4p2-Orc2p2
eluyen en posición intermedia y un gran exceso de DnaK lo hace al final (Figura
26B). Por el contrario, cuando Orc4p se sobreexpresa en ausencia de otras
subunidades del complejo ORC (Figura 26C), se observa que primero eluyen
heterotrímeros Orc4p2-DnaK y finalmente eluyen restos de DnaK libre, aunque en
cantidades muy inferiores a las observadas en el caso anterior.
Estos experimentos nos muestran que mientras que la presencia de DnaK
en la fracción poblada con Orc4p y Orc2p es reducida, cuando se
sobreexpresa Orc4p sola, ésta eluye asociada con DnaK, lo que sugiere
que Orc2p podría estar desplazando a la chaperona de su complejo con
Orc4p.
Figura 26. Orc2p compite con DnaK por la unión a Orc4p. Ensayos de filtración en gel. A) Perfiles
de elución de los complejos copurificados His10Orc4p-DnaK (línea de puntos negra) e His10Orc4p-Orc2p-DnaK
(línea azul). Las puntas de flecha señalan los picos de elución (y los pesos moleculares, en kDa) de proteínas
nativas estándares: ferritina (440), catalasa (232), aldolasa (158), albúmina de suero bovino (67) y
ovoalbúmina (43). B) Orc4p-Orc2p. La muestra cargada (L), junto con las fracciones recogidas y marcadores
de peso molecular estándar (ST) se analizaron mediante geles SDS-PAGE (arriba) y Western-blot (abajo)
empleando los anticuerpos indicados. La naturaleza de los complejos eluidos a lo largo de las fracciones se
muestra debajo. C) Fracciones equivalentes de la filtración en gel de Orc4p fueron procesadas como en B).
Los complejos formados entre dímeros de Orc4p y DnaK (masa aproximada 200 kDa) junto con las especies
oligoméricas de Orc4p-Orc2p (co-expresión de Orc4p con Orc2p) (V0), y los heterotetrámeros Orc4p2-Orc2p2
(masa aproximada 270 kDa) dejan paso a la aparición de una fracción libre de monómeros de DnaK (70 kDa).
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Efecto in vivo de mutaciones en el motivo IL4.
Tras haber descrito en detalle las interacciones entre Orc4p y (Hsp70)
DnaK/Orc2p in vitro, nos propusimos verificarlas en células de S. cerevisiae in
vivo, observando el efecto de mutaciones en ScOrc4p-IL4 sobre la replicación y el
ciclo celuylar.
En células haploides de S. cerevisiae, se intentó reemplazar el gen ORC4 por su
alelo orc4-A5, pero fuimos incapaces de obtener recombinantes, lo cual era
indicativo de la posible letalidad de las mutaciones. Por lo tanto, se procedió a
sustituir independientemente cada residuo hidrofóbico del motivo IL4 (I184, L185-
188) por una alanina (Tabla 1). Al igual que sucedía para el mutante A5, no se
pudo cambiar el primer residuo (I184), lo que subraya su probable carácter
esencial para la función de la proteína.
A continuación se hicieron diluciones seriadas de cultivos de las estirpes
silvestre y mutantes (105-101 células/ml) que fueron crecidas en placas de YPAD a
25, 30 y 37 ºC (Figura 27). La mutación de las leucinas 187 y 188 no conlleva
ningún efecto en el crecimiento de las células (Figura 27). Por el contrario, la
mutagénesis L185A y L186A resultó en un fenotipo de crecimiento termosensible
(Figura 27), ya que a 37 ºC dichos mutantes no crecían, mientras que lo hacían
de manera similar a la estirpe silvestre a ≤ 30 ºC.
Figura 27. Crecimiento en placas de diluciones seriadas de células W303 Aa y de los mutantes
orc4 viables (L185A, L186A, L187A y L188A). Se aprecia el fenotipo termosensible de los mutantes orc4-
L185/186.
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Después de observar el fenotipo termosensible de los mutantes L185A y L186A
se decidió estudiar el crecimiento de las estirpes portadoras de dichos alelos en
medio líquido. Las células fueron crecidas a 25 ºC hasta alcanzar una
concentración de 1.2x107 células/ml, momento en el cual se pasaron a crecer a
temperatura no permisiva (37 ºC). Como puede observarse en la Figura 28,
durante los 30 primeros minutos la estirpe silvestre y las mutantes poseen un
crecimiento muy similar, sin embargo, a partir de este punto las células silvestres
comienzan a crecer de manera más rápida que las mutantes: mientras que las
primeras tardan aproximadamente 75 minutos en duplicarse, las segundas lo
hacen en 120 minutos.
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Figura 28. Curvas de crecimiento de las estirpes W303 Aa (WT) y de los mutantes
termosensibles L185A y L186A a temperatura no permisiva (37ºC). El número de células/ml se calculó
midiendo la dispersión de luz a 600 nm en un espectofotómetro, en una cubeta de 1 cm de paso óptico. Los
valores de densidad óptica obtenidos se transformaron en número de células ya que 0.8 unidades OD600 en S.
cerevisiae equivalen a 1.2x107 células/ml. Las estirpes silvestre y mutantes se crecieron en 15 ml de YPAD a
temperatura ambiente (25 ºC) hasta alcanzar una concentración de 1.2x107 células/ml. A continuación, los
cultivos fueron pasados a un baño a 37 ºC y se recogieron alícuotas de 1 ml cada 15 minutos durante 2 h.
Cada curva de crecimiento fue realizada en triplicado y en la gráfica se representan los valores medios junto a
barras de error indicando las desviaciones típicas calculadas.
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Seguidamente, se decidió analizar el ciclo celular de los mutantes L185A y
L186A comparándolo con el de la estirpe silvestre a temperatura restrictiva (37
ºC). Previamente las células habían sido sincronizadas en fase G1 a temperatura
permisiva (25 ºC) con factor-α  (Figura 29). Ambos mutantes muestran un claro
retraso en su ciclo celular ya que poseen una fase S prolongada (Figura 29B y C)
acompañada de una disminución más acusada del número de células que salen
G1 y de las células que entran en G2, si lo comparamos con la estirpe silvestre. El
fenotipo que muestran estos mutantes es compatible con que la frecuencia de
activación de los orígenes de replicación se vea reducida debido a un ensamblaje
defectivo del complejo ORC, lo que haría que sólo unos pocos orígenes estuvieran
activos y por tanto, la mayor parte del genoma se replique de forma pasiva.
Figura 29. Citometría de flujo de las estirpes W303 (ORC4-WT) (A), y de las estirpes
termosensibles SCAOO12 (orc4-L185A) (B) y SCA0013 (orc4-L186A) (C). Tras eliminar la parada en
G1 y realizar el cambio a temperatura no permisiva (37 ºC) se recogieron alícuotas de células cada 15 min
durante 2h con el objetivo de estudiar la distribución de la carga de ADN de las células analizadas. Las
estirpes mutantes (B y C) poseen una fase S prolongada y una deficiente reiniciación del siguiente ciclo.
Con el objeto de confirmar que en los mutantes Orc4 realmente estaba
ocurriendo un inicio de la replicación defectivo del genoma de la levadura, se
decidió estudiar la replicación in vivo de una secuencia de replicación autónoma
(ARS) mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa. Empleando esta
técnica se analizó la replicación de la secuencia ARS1 episomal en las estirpes
silvestre ORC4 (SCA0016) (Figura 30A) y en los mutantes orc4-L185A
(SCA0017) (Figura 29A) y orc4-L186A (SCA0018) (Figura 30A) a temperatura
restrictiva.
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Se puede observar que la intensidad de la burbuja de replicación de los
mutantes termosensibles (Figura 30A, L185A-L186A) es más débil que la de la
estirpe silvestre (Figura 30A, WT), lo cual implica que dicho origen, normalmente
muy activo, se dispara con una frecuencia mucho más baja de la habitual.
Figura 30. Análisis de los intermediarios de replicación de la secuencia ARS1 por electroforesis
bidimensional en geles (geles 2D) de agarosa. A) El ADN procedente de las estirpes SCA0016 (ORC4),
SCAOO17 (orc4-L185A) y SCA0018 (orc4-L186A), que poseen un ARS1 episomal, se digirió con BglI y se
separó en geles 2D de agarosa. La flecha de cada panel señala la burbuja de replicación. El ADN se transfirió
a una membrana que se hibridó con el plásmido pUC18 digerido con EcoRI y marcado radiactivamente con
32P. En B), esquema lineal del plásmido pBB6, que contiene la ARS1, digerido con BglI. Se subraya la
secuencia del plásmido que es reconocida por la sonda EcoRI marcada radiactivamente.
La sustitución alélica de ORC4 por mutantes en cada residuo del motivo IL4
muestra que mientras que las mutaciones A5 y L184A son letales para la
célula, L185A y L186A dan como resultado un fenotipo termosensible que
hace que estas estirpes tengan un defecto en el inicio de replicación. El
disparo de los orígenes de replicación ocurre en ellas con una frecuencia
más baja de la habitual, además de poseer un ciclo celular con una fase S
prolongada y con una posterior parada en G1.

VII. Discusión
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El empleo de aproximaciones proteómicas nos ha permitido la
identificación de la diana para Hsp70 en Orc4p.
Debido a que muchos procesos celulares son llevados a cabo por complejos
multiproteicos estables, su análisis proteómico sistemático ha permitido la
caracterización de un gran número de interacciones proteína-proteína que a
menudo proporcionan información funcional. El empleo de técnicas de purificación
por afinidad en tandem  y espectrometría de masas a gran escala, está
permitiendo la caracterización de estos complejos macromoleculares en S.
cerevisiae (Ho y col., 2002; Gavin y col., 2002; Gavin y col., 2006; Krogan y col.,
2006; Charbonnier y col., 2008). Estas aproximaciones proteómicas han permitido
constatar la presencia de chaperonas moleculares que están involucradas en un
porcentaje considerable de interacciones entre proteínas. Así, se ha descrito que
chaperonas de la familia Hsp70 (Ssa1, Ssa2, Ssa4, Ssb1, Ssb2 y Sse1) aparecen
en más del 3% del total de purificaciones llevadas a cabo (Krogan y col., 2006).
No obstante, el aparecer frecuentemente en rastreos a gran escala, ha provocado
que generalmente estas interacciones sean descartadas como “no específicas”
(Gavin y col., 2006; Krogan y col., 2006) y no aparezcan por lo tanto detalladas
en los mapas de interactomas. Sin embargo, se sabe desde principios de los años
90 que chaperonas bacterianas están implicadas, entre otros procesos específicos,
en la remodelación conformacional de proteínas tipo Rep para que éstas actúen
como iniciadores de la replicación del ADN de plásmidos (Wickner y col., 1992;
DasGupta y col., 1993; Konieczny y Liberek, 2002; Giraldo, 2003). En particular,
estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio (Giraldo y Díaz-Orejas,
2001) sugerían que interacciones Hsp70-Orc4p podrían tener alguna función en el
ensamblaje de ORC.
Con el fin de demostrar dicha hipótesis, el complejo formado entre la
chaperona Hsp70 de E. coli (DnaK) y Orc4p fue entrecruzado con disuccinimidil
glutarato (DSG), reactivo bifuncional para grupos amino libres, y resuelto en un
gel SDS-PAGE (Figura 18A). Las bandas correspondientes a un
homo/heterodímero fueron tripsinizadas en el gel y analizadas por espectrometría
de masas MALDI-TOF (Figura 18B). Se obtuvieron cuatro picos que no estaban
presentes en los espectros de DnaK ni de Orc4p. Debido a la naturaleza
monomérica de Hsp70, el pico DSG1 (Figura 18C) probablemente aparezca tras
la formación de una unión covalente entre dos moléculas independientes, aunque
próximas, de DnaK unidas a un oligómero de Orc4p (ver ensamblajes
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oligoméricos en la Figura 26). Por otro lado, la relación estequiométrica
aproximada de 2:1 de Orc4p:DnaK en nuestros complejos oligoméricos (Giraldo y
Díaz-Orejas, 2001; Moreno-del Álamo y col.; Figura 26) hace pensar que DSG2
(Figura 18C) se correspondería con la unión intermolecular entre los dominios
AAA+ y WH de dos proteínas Orc4p que se encuentran formando un dímero
(Giraldo y Díaz-Orejas, 2001). Esto es compatible con una disposición de las
subunidades en orientación cabeza-cola. Los picos más relevantes, DSG3 y DSG4
(Figura 18C), corresponden a aductos Orc4p-DnaK. El primero de ellos, fue
identificado como un entrecruzado entre el péptido 489DKNSGK494 de DnaK, que se
encuentra en la entrada del sitio de unión a substrato del dominio C-terminal en
la chaperona (Zhu y col., 1996) y la secuencia 418MIKAINSR425, que se localiza
dentro del dominio WH. Este último motivo es estructuralmente equivalente al
extremo C-terminal de la segunda hélice α presente en el dominio WH1 de pPS10-
RepA (Giraldo, 2003). Este es un dato significativo ya que dicha región en el WH1
de los iniciadores homólogos P1-RepA (Kim y col., 2002) y F-RepE (Nakamura y
col., 2007) ha sido identificada como la principal diana para DnaK. El otro pico
identificado, el DSG4 (Figura 18C), se corresponde con un aducto entre un
péptido del dominio C-terminal de DnaK, 635DKK637, que también se encuentra
cerca del bolsillo de unión al substrato, y la secuencia 184ILLLLDSTTKTR195 ubicada
dentro del dominio AAA+ de Orc4p, predicha en nuestro modelo de Orc4p (Figura
19) como una hélice α hidrofóbica expuesta al solvente.
Un algoritmo diseñado para la detección de posibles sitios de unión a DnaK en
proteínas (Rudiger y col., 1997) fue empleado para buscar dentro de la secuencia
de Orc4p potenciales residuos de contacto. Se obtuvieron múltiples péptidos diana
para DnaK (Figura 20) y el que posee la mayor variación energía libre de unión
(ΔΔG=-16.37 kJ/mol) se corresponde con el péptido 181FEKILLLLDSTTK193, que
solapa con el encontrado en el pico DSG4 (Figura 18C), lo que apunta a que la
secuencia IL4 es efectivamente el sitio de unión con mayor afinidad para Hsp70 en
Orc4p.
El motivo IL4 forma parte del Initiator Specific Motif.
La diana de las chaperonas Hsp70 identificada en el domino AAA+ de Orc4p se
corresponde con la segunda hélice α del recientemente descrito Initiator Specific
Motif (ISM). Dicho motivo contribuye al reconocimiento del ADN y se ha propuesto
que está involucrado en el ensamblaje de oligómeros iniciadores (Dueber y col.,
Discusión
85
2007). Para estudiar con mayor profundidad el papel que juega el motivo ISM-IL4
en el ensamblaje de ORC se realizó una mutagénesis de los cinco residuos
hidrofóbicos por cinco alaninas (IL4A5) con el objetivo de disminuir la unión de
Hsp70 a dicha secuencia. En las proteínas Orc4p silvestre y mutante (A5) se
observó que la interacción entre Orc4p y DnaK se veía mermada
aproximadamente en un 50% (dato estimado a partir del rendimiento de
copurificación de ambas en E. coli) lo que no es de extrañar, ya que existen otras
regiones en Orc4p potencialmente involucradas en la interacción con la chaperona
(Figura 18C y 20). Mientras que experimentos de espectroscopía de dicroísmo
circular mostraban que las mutaciones no afectaban ni a la estructura ni al
plegamiento de la proteína (Figura 21), los perfiles de elución en ensayos de
filtración en gel (Figura 22) revelaban que había una gran diferencia en el estado
de agregación de ambas proteínas, indicando que la proteína mutante, como era
esperado debido a su hidrofobidad más reducida, adquiría una menor tendencia
hacia la agregación. Estos resultados eran compatibles con nuestra hipótesis
inicial: que la unión de Hsp70 a Orc4p apantallara esta región, preservándola de
interacciones hidrofóbicas, como paso intermedio en su ensamblaje con alguna
otra de las subunidades del complejo o con otros factores de replicación.
Arquitectura del complejo ORC
Se desarrolló una batería de vectores de expresión en bacterias, en los cuáles
se clonó a continuación de ORC4 cada una de las otras subunidades que forman el
núcleo del complejo ScORC (ORC1/2/3/5) o ScCd6p (CDC6), formando así
operones bicistrónicos (Figura 14). El motivo de sobreexpresar las proteínas del
complejo en E. coli y no mediante el sistema de baculovirus, tal y como se había
hecho hasta la fecha para el ORC de S. cerevisiae (Lee y Bell, 1997; Klemm y col.,
1997;Speck y col., 2005; Chen y col., 2008) y de otros organismos (Lee y
Hurwitz, 2001; Chuang y col., 2002; Gossen y col., 1995; Clarey y col., 2006;
Vashee S, 2001; Dhar y col., 2001a), se debe a la ventaja práctica que tienen los
sistemas bacterianos frente a las células de insecto de no introducir
modificaciones postraduccionales que interfieran con su posterior caracterización
estructural. Por otro lado, la razón de expresar las proteínas a pares se debió a
que experimentos realizados en otros laboratorios (inmunoprecipitación y ensayos
de doble híbrido) mostraban la importancia de las interacciones binarias entre
Discusión
86
subunidades en la formación del complejo (Vashee S, 2001; Dhar y col., 2001a;
Kneissl y col., 2003).
En el estudio se incluyó a Cdc6p porque está muy relacionada estructuralmente
y funcionalmente con Orc1/4/5p (Bell y Dutta, 2002) ya que también pertenece a
la familia de ATPasas AAA+ (Giraldo, 2003; Iyer y col., 2004), proteínas que unen
e hidrolizan ATP y que están involucradas en los primeros pasos de la replicación
del ADN (Lee y col., 2000). Por otra parte, la interacción entre ORC y Cdc6p
desencadena la formación de un complejo estable y funcional, lo que apunta a
que se comporta como otra subunidad más del complejo (Speck y col., 2005;
Randell y col., 2006). En cambio, Orc6p, que es la subunidad más pequeña de
ORC, presenta una secuencia que difiere de las secuencias de las otras cinco
subunidades y se asocia al resto del complejo de manera inestable (Lee y Bell,
1997). Ensayos de doble híbrido en levaduras establecen que interacciona con
Orc2p y con Orc3p. (Matsuda y col., 2007). Además, aunque en S. cerevisiae esta
proteína es necesaria para la formación de un complejo activo, no lo es para la
unión de éste a las secuencias ARS (Lee y Bell, 1997), a diferencia de lo que
sucede en Drosophila donde se han realizado experimentos in vitro que revelan
que las seis subunidades de ORC son necesarias para la unión de éste al ADN
(Chesnokov y col., 2001).
La purificación mediante cromatografía de afinidad de los diferentes
subcomplejos (Figura 25) muestra que Orc1,5p interaccionan fuertemente con
Orc4p, con independencia de la presencia o no de la mutación en el motivo IL4.
Estos datos concuerdan con lo que previamente había sido descrito en S .
cerevisiae por Lee & Bell (1997), quienes usando un método de entrecruzamiento
de proteína al ADN, establecieron que existía la interacción entre Orc4p y Orc5p.
Estos resultados posteriormente han sido revalidados utilizando ensayos de doble
híbrido (Matsuda y col., 2007) y mediante inmunoprecipitación (Chen y col.,
2008). La interacción Orc4-5p también ha sido descrita en otras especies, como
por ejemplo en células humanas (Ranjan y Gossen, 2006; Siddiqui y Stillman,
2007) y de ratón (Kneissl y col., 2003), mediante análisis de doble híbrido. Un
detalle que se conoce acerca de ella es que es dependiente de la unión de ATP a
Orc5p (Makise y col., 2007). Los datos de inmunolocalización de la subunidad
Orc5p en la estructura del complejo ORC de Drosophila (Clarey y col., 2006)
revelan que dicha proteína se encuentra en el núcleo del mismo. Aunque la
interacción directa entre Orc4p y Orc1p no fue definida en un principio (Lee y Bell,
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1997), se ha caracterizado recientemente mediante ensayos de doble híbrido
(Matsuda y col., 2007) e inmunoprecipitación (Chen y col., 2008). Asimismo, en la
estructura publicada del complejo ORC de S. cerevisiae, resuelta por microscopía
electrónica y reconstrucción de partículas individuales (ME-SP) (Chen y col.,
2008), puede observarse que estas subunidades están muy próximas (Figura
9B). Es importante resaltar que los dominios C-terminales de todas las
subunidades se encuentran localizados formando agrupaciones dentro de las
estructura del complejo, ya sea en la zona superior derecha o en la inferior
izquierda de dicha figura. Mientras que los extremos C-terminales de las
subunidades Orc1-5p contienen un dominio Winged Helix (WH) de unión al ADN
(Giraldo, 2003) el N-terminal es característico de la subclase de proteínas AAA+
iniciadoras de la replicación (grupo Cdc6/DnaA) al cual pertenecen las proteínas
ORC (Giraldo, 2003; Iyer y col., 2004; Speck y col., 2005; Clarey y col., 2006).
Una característica común que poseen los complejos AAA+ oligoméricos es la
localización de los sitios de unión a ATP en la superficie de contacto entre dos
subunidades diferentes. Esta región normalmente incluye un residuo de arginina
(que protrude a modo de “dedo”) de una de las subunidades, que es el encargado
de detectar la presencia del fosfato-γ de una molécula de ATP unida en la
subunidad adyacente (Iyer y col., 2004). Además, se ha demostrado que dicho
“dedo de arginina” en Orc4p es necesario para estimular la actividad ATPasa de
Orc1p (Wang y col., 1999), lo que sugiere también que ambas proteínas deben
localizarse de una manera adyacente.
En nuestros experimentos con Cdc6p, a pesar de que en gran medida es
degradada in vitro, aún quedan trazas suficientes como para que su interacción
con Orc4p sea detectable. Esto no es extraño, ya que Cdc6p es una proteína que
se une al complejo ORC cuando éste está unido al ADN, catabilizando e
incrementando su afinidad por el origen (Santocanale y Diffley, 1996; Mizushima
y col., 2000; Speck y col., 2005). A pesar de que está claramente demostrado
que Cdc6p se une al complejo ORC y que tal unión es necesaria para la activación
del origen de replicación (Mizushima y col., 2000), en S. cerevisiae no se conocen
exactamente qué subunidades del complejo son las que intervienen en la misma.
Se ha descrito que la unión de Cdc6p a ORC provoca un cambio en la actividad
ATPasa de Orc1p (Speck y col., 2005), pero se desconoce si resulta de la
interacción directa entre ambas proteínas u ocurre de una manera indirecta.
Hasta el momento los únicos datos que existen son en células humanas, en las
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cuáles se ha determinado que Orc1p interacciona in vitro con Cdc6p (Saha y col.,
1998). Los datos presentados en esta memoria sugieren que Orc4p está
involucrada en la interacción con Cdc6p, pero para poder establecer el mapa de
interacciones sería necesaria la reconstrucción de todo el complejo ORC in vitro
(Kawasaki y col., 2006), lo que conlleva la introducción del resto subunidades de
ORC en el sistema de expresión junto a una secuencia ARS, y el realizar los
ensayos en presencia de ATP (Lee y Bell, 1997; Klemm y col., 1997).
Finalmente, los experimentos de coexpresión y copurificación muestran que
mientras que Orc3p no copurifica con Orc4p sí que lo hace con Orc2p. La
relevancia de estos resultados radica en que a pesar de que Orc2p-Orc3p
interaccionan formando un núcleo muy estable, tanto en S. cerevisiae (Lee y Bell,
1997; Matsuda y col., 2007; Chen y col., 2008), humanos (Dhar y col., 2001a;
Vashee S, 2001; Ranjan y Gossen, 2006), Drosophila (Clarey y col., 2006),
Arabidopsis (Díaz-Trivino y col., 2005), maíz (Witmer y col., 2003) y ratón
(Kneissl y col., 2003), aún no se conoce si es la subunidad 2 o la 3 la que
interacciona con Orc4p. Esto es así a pesar de disponerse de las estructuras del
complejo de levaduras (Chen y col., 2008) y de Drosophila (Clarey y col., 2006 ;
Clarey y col. 2008) resueltas a baja resolución mediante ME-SP. Esta ambigüedad
es subsanada con los datos mostrados en esta Tesis, que prueban que Orc4p
interacciona con Orc2p y no con Orc3p, estableciendo un posible orden de
interacción entre las subunidades a la hora de formar el complejo final.
Recopilando los datos presentados en esta Tesis junto con la información que
proporcionan los ensayos de doble híbrido (Matsuda y col., 2007), de
entrecruzamiento ADN-proteína (Lee y Bell, 1997), inmunoprecipitación (Chen y
col., 2008) y las estructuras resueltas por ME-SP (Chen y col., 2008; Clarey y
col., 2006; Clarey y col., 2008) se puede establecer el siguiente orden de
interacción entre subunidades del complejo ORC de S. cerevisiae:
Orc14523 (Figura 31).
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Figura 31. Resumen de las interacciones entre las subunidades del complejo ORC en S.
cerevisiae. A) Entrecruzamiento ADN-proteína (Lee y Bell, 1997); B) Ensayos de doble híbrido (Matsuda y
col., 2007); C) Inmunoprecipitación y reconstrucción de imágenes de microscopía electrónica (partículas
individuales) (Chen y col., 2008). Después de describir las interacciones dobles y triples se postula una
disposición topológica de las subunidades en la cuál Orc5p se situaría en el centro del complejo elongado,
basándose en la coinmunolocalización de dicha subunidad en el complejo ORC de Drosophila (Clarey y col.,
2006) y donde no se puede diferenciar el orden de disposición de las subunidades 2 y 3 y D) Copurificación de
complejos binarios mediante cromatografía de afinidad Ni-IMAC (esta Tesis) y modulación de la interacción
Orc4p-Orc2p por Hsp70s.
Discusión
90
Papel que desempeñaría el motivo IL4 en el ensamblaje de ORC
Los datos obtenidos por Clarey y col. (2006) apoyan la hipótesis de que los
cinco dominios AAA+ de complejo ORC se organizan de una manera
estructuralmente homóloga a como lo hace la proteína iniciadora cromosómica
DnaA unida a ATP. Ésta, se dispone en torno al ADN formando una superhélice a
derechas, empleando para ello el par de hélice α que forman el ISM presente en el
dominio AAA+ (Erzberger y col., 2006; Dueber y col., 2007). En el alineamiento de
secuencia mostrado en Clarey y col. (Figura 32) (2006) se puede observar como
la secuencia IL4, descrita en esta tesis, forma parte en ScOrc4p de la hélice α5, la
segunda de las dos que componen dicho motivo ISM. Alineamientos de secuencia
de las subunidades de ORC de diferentes especies (Figura 33) (Moreno-del
Álamo y col.) nos muestran que el motivo ISM-IL4 está altamente conservado.
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Figura 32. Elementos de estructura secundaria en el dominio AAA+ de Orc1-5p. Figura modificada
de Clarey y col. (2006). En la parte superior del alineamiento se muestran los elementos de estructura
secundaria presentes en PaCdc6/Orc1. En azul se muestran las hélices α, en amarillo las láminas β y en rojo
el inserto helicoidal (ISM), que está conservado en todas las ORC de S. cerevisiae y Drosophila melanogaster.
El motivo IL4 en ScOrc4p, identificado en esta Tesis, forma parte de la hélice α5 (rectángulo verde).
La conservación filogenética del motivo ISM-IL4 (Figura 33), refuerza la idea
de que es clave para la interacción entre subunidades. Sin embargo, los
resultados mostrados en esta Tesis (Figura 25), revelan que solamente en el
caso de la interacción de Orc4p con Orc2p dicho motivo desempeña una labor
importante, ya que dicha interacción es la única que se ve afectada por la
mutagénesis. Esto apunta claramente hacia la existencia de superficies
adicionales/alternativas a IL4 para la interacción de Orc4p con otras subunidades
del complejo. Esta propuesta es relevante si se pretende modelar los
heteroligómeros del complejo ORC eucariótico, puesto que Orc1-5 no deberían ser
ensambladas como un complejo simétrico de subunidades estructuralmente
equivalentes, tal y como se ha hecho hasta ahora (Clarey y col., 2006; Dueber y
col., 2007).
Figura 33. Alineamiento múltiple de las secuencias (Banco de datos NCBI) de las regiones
comprendidas entre los motivos de unión a ATP (Walker A y B) de los dominios AAA+ de las
proteínas eucarióticas Orc1-5 y Cdc6 (Figura tomada de Moreno del Álamo y col. Las dos hélices α que
comprenden el motivo ISM (Dueber y col., 2007) están enmarcadas por una línea de puntos, con el motivo
IL4 de ScOrc4p coloreado de azul. Las puntas de flecha roja señalan los tres residuos que en ScOrc4p, una
vez reemplazados por alaninas, presentan un fenotipo defectivo en replicación.
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Mecanismos de interacción de la chaperona Hsp70 con el
complejo ORC.
En cuanto a la asociación de la chaperona Hsp70 (DnaK) en cada sub-
ensamblaje binario, se observa que, excepto para la interacción Orc4p-Orc1p,
cuando la mutación A5 está presente existe una reducción neta en los niveles de
chaperona unida. Por otro lado, los análisis de filtración en gel revelan la
estequiometría de la interacción entre estas proteínas, en presencia o no de
Orc2p. Mientras que Orc4p forma ensamblajes oligoméricos con Orc2p que eluyen
con el volumen de exclusión de la columna y heterotetrámeros Orc4p2-Orc2p2,
que lo hacen a lo largo de la cromatografía, en el caso de no estar presente esta
última subunidad lo que aparecen son heterotrímeros Orc4p2-DnaK. Estos
resultados ponen de manifiesto que Orc2p comparte con DnaK el mismo sitio de
unión con Orc4p (el motivo IL4). Orc2p parece desplazar a la chaperona de su
complejo con Orc4p, liberándose una fracción substancial de DnaK. Esto sugiere
un posible papel para las chaperonas Hsp70 como escudos que apantallarían
residuos hidrofóbicos de la región de contacto entre subunidades (como IL4) hasta
el momento del ensamblaje del complejo ORC.
Resultados recientes del laboratorio, realizados en colaboración con los
Dres.José María Valpuesta, Jaime Martín Benito y Jorge Cuéllar (Grupo de
Estructura y Función de las Chaperonas Moleculares, Centro Nacional de
Biotecnología-CSIC) (Moreno-del Álamo y col.), muestran la interacción entre
Orc4p y DnaK caracterizada con detalle estructural, empleando para ello ME-SP.
Se estudiaron con tinción negativa muestras correspondientes al pico mayor de
elución de los ensayos de filtración en gel mostrados en la Figura 21. La
estructura obtenida, que es la primera hasta el momento para una chaperona
Hsp70 unida a una proteína entera (ya que las publicadas corresponden a
complejos Hsp70-péptidos) es compatible con los resultados obtenidos en los
ensayos de filtración en gel (Figura 26; complejos heterotriméricos Orc4p2-
DnaK) y entrecruzamiento/espectrometría de masas (Figura 18; identificación de
IL4).
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Figura 34. Estructura tridimensional (ME-SP) del complejo Hsp70 (DnaK) y Orc4p (Moreno-del
Álamo y col.). A) Diferentes vistas del volumen del complejo Orc4p2-DnaK reconstituido. Rodeadas por un
círculo aparecen regiones de densidad que rompen la cuasi-simetría binaria que se aprecia en la partícula
bilobulada. En B) se muestran las mismas vistas con la superposición de las estructuras atómicas de Orc4p
(subunidades diméricas coloreadas de azul celeste y morado) y de DnaK (con los dominios de unión de
nucleótido y de sustrato, NBD y SBD, en rojo y amarillo respectivamente). Las esferas de color azul marcan el
motivo IL4 en Orc4p. Estos residuos se unen al bolsillo de dominio de reconocimiento de sustrato de la
chaperona. Las puntas de flecha señalan la función propuesta para el dominio SBD: actuar como una cuña
para la separación de la interfase entre subunidades.
Se puede observar que la orientación cabeza-cola de las subunidades Orc4p
(Figura 34B) es compatible con la sugerida por los experimentos de
entrecruzamiento in vitro/espectrometría de masas (Figura 18C, DSG2) y con las
estructuras resueltas por difracción de rayos-X de dos proteínas ortólogas del
complejo ORC de arqueas en ausencia de ADN (Liu y col., 2000; Singleton y col.,
2004). Sin embargo, esta disposición del complejo Orc4p-Orc4p no es la canónica
para oligomerizar proteínas de la superfamilia AAA+, ya que difiere con la
asociación típica lado-a-lado que permite a dichas proteínas formar anillos
hexaméricos (Erzberger y col., 2006; Bowman y col., 2004), espirales (Clarey y
col., 2006) o dímeros unidos al ADN (Dueber y col., 2007). En este modelo, se
propone que los dominios de unión a nucleótido (NBD) y a sustrato (SBD) de la
chaperona Hsp70 están dispuestos en una orientación ortogonal, que envuelven la
parte más distal de uno de los dos dominios AAA+ del dímero de Orc4p. En este
dominio, el motivo IL4 está rodeado estrechamente, de manera canónica (como si
fuera un sandwich), por el subdominio α-helicoidal (“tapa”) y el β-laminar que
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componen el SBD de una Hsp70 (Zhu y col., 1996). Hasta la fecha, una cuestión
muy debatida es cómo interaccionan dichos dominios tras la unión del sustrato y
el ATP (Jiang y col., 2005; Vogel y col., 2006; Liu y Hendrickson, 2007). Es
interesante destacar que la posición de la tapa de DnaK en la interfase entre
subunidades sugiere que podría actuar como una cuña separando los dominios
AAA+ y WH de las dos subunidades de Orc4p que se encuentran en interacción. Si
el AAA+ de la subunidad complementaria, que se encuentra en el lado opuesto del
dímero, estuviera unido también a DnaK el complejo resultante (Orc4p-DnaK)2 se
disociaría, dando lugar a dos heterodímeros Orc4p-DnaK. Sin embargo, estas
especies no son las más abundantes, sino que se pueden observar heterotrímeros
Orc4p2-DnaK y monómeros de la chaperona libres, cuyos niveles están limitados
por la abundancia de proteína recombinante (Figura 26).
Podemos postular, en función de los resultados expuestos en esta Tesis, un
mecanismo general para el desensamblaje de complejos proteicos y agregados
por chaperonas Hsp70: i) la conformación abierta del SBD, conectada con el NBD
unido a ATP, estaría preparada para unirse a una secuencia hidrofóbica accesible
en el substrato (como el motivo ISM-IL4 en Orc4p); ii) el cierre de la tapa (SBD),
acoplada a la hidrólisis de ATP (NBD), introduciría una cuña rompiendo así
algunos de los contactos intermoleculares en el substrato; iii) finalmente, la
proteína substrato es disociada por el movimiento entre dominios resultante del
reemplazamiento alostérico de ATP por ADP (NBD).
En resumen, los datos aquí expuestos sugieren que las chaperonas Hsp70
pueden desempeñar un papel importante, al bloquear la tendencia que tiene
Orc4p a interaccionar consigo misma, generándose así monómeros capaces de
ensamblarse con el resto de subunidades del complejo ORC, formado un
heteroligómero funcional.
Mutaciones en el motivo IL4 de Orc4p causan un fenotipo
defectivo en el inicio de la replicación en S. cerevisiae.
Una vez identificada la secuencia IL4 en Orc4p como la diana para la proteína
DnaK, y por tanto para chaperonas de la familia Hsp70, y habiendo concluido que
ésta estaba involucrada en la unión a Orc2p, se decidió estudiar el efecto de la
mutación IL4A5 en la funcionalidad de ORC en levaduras. La posible letalidad en
células haploides del mutante A5, al no obtenerse recombinantes, hizo que se
sustituyeran de manera puntual cada uno de los residuos hidrofóbicos del motivo
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ISM-IL4 por alaninas. Al igual que sucedió con el mutante A5, no se consiguieron
estirpes viables para el mutante I184A, lo que hace suponer que este residuo es
esencial dentro de la proteína. Esta imposibilidad no es extraña, ya que I184 es el
residuo que está más altamente conservado en todas las ORCs y Cdc6p
eucarióticas (Figura 33) (Moreno-del Álamo y col.). Por el contrario, mientras
que los mutantes L187A y L188A presentaban un crecimiento en placa muy
similar al silvestre, los mutantes L185A  y L186A  mostraban un fenotipo
termosensible. Cuando se analizó el crecimiento de estos mutantes a temperatura
permisiva, se observó que era mucho más lento que el asociado al alelo silvestre,
lo que hace suponer que la replicación del ADN podría estar viéndose afectada. El
análisis del ciclo celular de las estirpes muestra que a temperatura no permisiva,
tras una sincronización previa en G1, los mutantes al cabo de 2h tienen una fase
S muy prolongada, comienzan a acumularse células en G1 y presentan una fase
G2 con una proporción de células inferior a las observadas para la estirpe
silvestre. Aunque a primera vista el fenotipo del mutante L185A se parece al del
L186A, el ciclo celular de éste último presenta un porcentaje mayor de células en
G1 y menor en G2 que el del primero, lo que sugiere que las mutaciones deben
provocar diferencias funcionales adicionales, lo que está actualmente en estudio
en nuestro grupo.
Se han descrito para otros mutantes termosensibles en ORC problemas
derivados de una ganancia de función o incluso del mantenimiento de su función a
temperatura no permisiva (Bell y col., 1993; Loo y col., 1995; Liang y col., 1995;
Dillin y Rine, 1998). A pesar de las diferencias arriba señaladas, el fenotipo que
muestran ambos mutantes es compatible con la idea de que la frecuencia de
activación de los orígenes de replicación se vea reducida debido a un ensamblaje
defectivo del complejo ORC, lo que haría que sólo unos pocos orígenes estuvieran
activos y, por lo tanto, la mayor parte del genoma esté replicándose de forma
pasiva. De hecho, cuando se analizó la replicación de la secuencia ARS1 episomal
mediante geles bidimensionales, se pudo observar que el disparo de este origen,
normalmente muy activo, en las estirpes mutantes se efectúa con una frecuencia
mucho menor. Como el complejo ORC se ensambla en G1 y permanece unido al
ADN durante todo el ciclo celular (Bell, 1992), los resultados obtenidos apuntan a
que podría estar ocurriendo que el ensamblaje defectivo del complejo provocara
una activación de los mecanismos que controlan la transición G2/M (checkpoint).
Lo que se conoce hasta el momento, es que la mayoría de los mutantes de ScORC
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que poseen un fenotipo termosensible se caracterizan por una acumulación de
células con un contenido 2C de ADN a temperatura no permisiva (Loo y col.,
1995; Liang y col., 1995; Dillin y Rine, 1998), lo que sugiere que ORC podría
estar implicado en la progresión G2/M, además de en la transición G1/S. Por otro
lado, el empleo de mutantes termosensibles, que permiten ser estudiados
mediante experimentos de bloqueo y liberación del ciclo o en geles
bidimensionales de agarosa, reafirma la contribución central de ORC al inicio de la
replicación (Bell y col., 1993; Dillin y Rine, 1998; Liang y col., 1995).
Los resultados expuestos en esta Tesis muestran que hemos encontrado para el
motivo ISM, conservado en los dominios AAA+ de una de las subunidades del
complejo ORC eucariótico (ScOrc4p), un papel novedoso a parte de su
contribución a la unión al ADN (Dueber y col., 2007): las chaperonas de la familia
Hsp70 pueden modular el ensamblaje ordenado y la estequiometría del complejo
ORC a través del reconocimiento del núcleo hidrofóbico (IL4) en este motivo. Este
trabajo es coherente con un escenario en el cual las chaperonas estrían presentes
de forma ubicua en la mayoría de los complejos caracterizados mediante análisis
proteómicos (Gavin y col., 2006; Krogan y col., 2006) para actuar como
cofactores generales en el ensamblaje de maquinarias macromoleculares.
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Mediante un análisis proteómico y bioinformático del complejo formado entre
Orc4p-DnaK (Hsp70) se ha encontrado en el dominio AAA+ de Orc4p una
secuencia hidrofóbica (IL4: residuos 184-188) que es la diana principal de estas
chaperonas. El cambio de los residuos en el motivo IL4 por 5 alaninas revela que,
si bien la mutación no altera la estructura de Orc4p, sí que disminuye el estado de
agregación de la misma.
La coexpresión en E. coli de Orc4p junto a Orc1,2,3,5p y Cdc6p indica que la
proteína Orc4p silvestre no interacciona con Orc3p y sí lo hace con
Orc1p/Orc2p/Orc5p y, más débilmente, con Cdc6p. Sin embargo, aunque la
proteína mutante orc4-A5p muestra un patrón muy similar de interacción entre las
subunidades de ORC y Cdc6p, la mutación IL4A5 anula completamente la
interacción con Orc2p. En cuanto a la asociación de DnaK (Hsp70) con cada
complejo binario, la mutación A5 conlleva una reducción neta en los niveles de
chaperona unida. Los niveles de la chaperona DnaK (Hsp70) en complejo con
Orc4p se correlacionan inversamente con los de Orc2p en dicho complejo, lo que
sugiere que Orc2p podría estar desplazando a la chaperona de su interacción con
Orc4p.
La sustitución alélica de ORC4 por mutantes en cada residuo del motivo IL4
muestra que, mientras que las mutaciones A5 y L184A son letales para la célula,
L185A y L186A resultan en un fenotipo termosensible que hace que estas estirpes
tengan un defecto en el inicio de replicación. El disparo de los orígenes de
replicación ocurre en ellas con una frecuencia más baja de la habitual, además de
poseer un ciclo celular con una fase S prolongada y una posterior parada en G1.
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